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La Organización Mundial de la Salud ha postulado que aproximadamente el 80% de la 
población mundial depende de la medicina tradicional para la atención primaria de la 
salud. La resistencia de los microorganismos patógenos a los antibióticos ha provocado 
que las investigaciones se dirijan hacia la búsqueda de actividad antibacteriana de las 
plantas medicinales. En este trabajo se evaluó la actividad bactericida a las 
concentraciones de 1000, 500 y 250 μg/mL, toxicidad con Artemia salina y citotoxicidad 
con la línea celular VERO, identificación parcial de la presencia de compuestos 
químicos de los extractos metanólicos de diez plantas medicinales del norte de México 
con actividad biológica contra bacterias patógenas de aislados clínicos (AC) y de cepa 
de referencia (CR). Se evaluaron los extractos metanólicos de las especies Leucophyllum 
frutescens, Fouquieria splendens, Tecoma stans, Euphorbia antisyphylitica, Loeselia 
mexicana, Tagetes lucida, Phoenix dactylifera, Agave americana y Flourencia cernua. 
Todas las especies mostraron inhibición contra las bacterias excepto Acacia farnesiana. 
La actividad antimicrobiana por el método de difusión en placa con los extractos 
evaluados mostró mayor inhibición contra las bacterias Gram positivas de AC sin 
mostrar actividad contra las bacterias Gram negativas a excepción del extracto de F. 
splendens y Phoenix dactylifera que mostraron inhibición contra Klebsiella pneumoniae 
y Proteus mirabilis de AC. La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los extractos 
que mostraron actividad a las concentraciones de prueba con las cepas de S. aureus de 
AC, E. coli 0157, E. aerogenes 9183, E. cloacae 9325 fue ≤ a 30 µg/mL. Solo los 
extractos de L. frutescens  y T. lucida resultaron tóxicos con una DL50 de 290.88 μg/mL 
y 603.10 μg/mL  respectivamente. La citotoxicidad con la línea celular VERO de las 
hojas de L. frutescens mostró una IC50 de 58.56 y de T. lucida 53.88 μg/mL. A los 
extractos que mostraron actividad antibacteriana se les realizó bioautografía para 
identificar la fracción responsable de la actividad. Solo L. frutescens fue activo contra S. 
aureus de AC. Se aislaron tres fracciones por cromatografía en capa fina con Rf de 0.4, 
0.5 y 0.6 respectivamente. Las fracciones se sometieron a evaluación de la actividad 
antibacteriana y las tres mostraron inhibición contra S. aureus. El extracto se analizó con 
CG-MS y se identificó el compuesto ácido homovanílico metil ester. Se concluye que 
las plantas evaluadas tienen actividad antibacteriana y los resultados validan 






The World Health Organization has suggested that about 80% of the world population 
depends on traditional medicine for primary health care. The resistance of pathogens to 
antibiotics has caused research to be directed towards the search of antibacterial activity 
of medicinal plants. In this study we evaluated the bactericidal activity at concentrations 
of 1000, 500 and 250 mg / mL, toxicity with brine shrimp and cytotoxicity with VERO 
cell line. We also worked on the partial identification of the presence of chemical 
compounds in the methanolic extracts of ten medicinal plants of the north of Mexico 
with biological activity against clinical isolates of pathogenic bacteria, (AC) and a 
reference strain (CR). Methanol extracts were evaluated of Leucophyllum frutescens, 
Fouquieria splendens, Tecoma stans, Euphorbia antisyphylitica, Loeselia Mexicana, 
Tagetes lucida, Phoenix dactylifera, Agave Americana, Flourensia cernua and Acacia 
farnesiana. All species showed inhibition against bacteria except Acacia farnesiana. 
Antimicrobial activity by the plate diffusion method, with the extracts tested, showed 
greater inhibition against Gram positive AC, without showing activity against Gram 
negative bacteria, other than the extract of F. splendens and P. dactylifera which showed 
inhibition against Klebsiella pneumoniae and Proteus mirabilis AC. The minimum 
inhibitory concentration (MIC) of the extracts that showed activity at test concentrations 
strains of Staphylococcus  aureus  (IC), E. coli 0157, Enterobacter aerogenes 9183, 
Enterobacter cloacae 9325 was ≤ 30 µg/ mL. Only extracts of L. frutescens and T. 
lucida were toxic with a LD50 of 290.88 µg / mL respectively. The Cytotoxicity with 
the VERO cell line using the leaves of L. frutescens showed an IC50 of 58.56 and T. 
lucida of 53.88 µg/mL. Bioautography was performed on the extracts that showed 
antibacterial activity, to identify the fraction responsible for the activity. Only L. 
frutescens was active against S. aureus (IC). Three fractions were isolated by thin layer 
chromatography with Rf of 0.4, 0.5 and 0.6 respectively. The fractions were subjected to 
evaluation of the antibacterial activity and all three showed inhibition against S. aureus 
IC. The extract was analyzed by gas chromatography/mass spectrometry (GC-MS) and 
was identified as homovanillic acid methyl ester compound. The plants that were 
evaluated have antibacterial activity and the results validate scientifically their use in 







Cuando el hombre tuvo que distinguir entre las plantas curativas de las que no lo eran 
inició el desarrollo gradual de la Medicina Tradicional, la cual se fue transmitiendo 
verbalmente o de forma escrita a través de papiros, tablas de barro cocido, pergaminos, 
tratados de plantas, farmacopeas y banco de datos entre otros (Barquero, 2007). Durante 
los pasados 5000 años, nuestros antepasados utilizaron los productos naturales como 
fuente primaria de medicinas, en la actualidad las plantas siguen siendo fuente 
importante de prototipos de antimicrobianos debido a la gran diversidad, flexibilidad, 
accesibilidad, disponibilidad y sobre todo a la variedad y complejidad de sus compuestos 
químicos (Saxena et al., 2006). El 80 % de la población mundial, aproximadamente unos 
4 mil millones de personas, utiliza las plantas como principal remedio medicinal para 
aliviar muchos de sus padecimientos. Llama la atención la creciente demanda de esta 
terapia sobre todo en los países de mayor desarrollo donde resurge la necesidad de lo 
natural y el rechazo a una medicina iatrogénica; por su parte en los países de menor 
desarrollo, constituye un recurso ancestral trasmitido de generación en generación como 
parte de las tradiciones  arraigadas en cada uno de ellos (OMS, 2004). 
A lo largo de la historia, México ha sido una región de interés a nivel mundial por sus 
recursos naturales. La extraordinaria riqueza florística ubica a México en el cuarto lugar 
mundial, el amplio territorio que incluye áreas subtropicales, zonas templadas, desérticas 
y frías, ideal para el desarrollo de varias especies de plantas. El número de plantas 
medicinales en México asciende aproximada de 4,500 de especies de las cuales solo el 
11% se ha estudiado químicamente, el 2.6 de forma biodirigida y solo el 1.9% con 
estudios farmacológicos y toxicológicos (Kakuko et al., 2005). 
Debido a esto, es importante la búsqueda de nuevos compuestos con actividad biológica 
con potencial antimicrobiano en plantas que crecen en nuestro entorno. Para lograrlo, es 
necesario fomentar la investigación química y farmacológica con abordaje 
multidisciplinario, cuyos objetivos sean aislar los principales principios activos, 
identificarlos, determinar su estructura química y encontrar sus posibles aplicaciones 
(Cowan, 1993). Como resultado de los modernos procedimientos de investigación, 
aislamiento y experimentación farmacológica, nuevos compuestos derivados de los 
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productos naturales encuentran su camino hacia la medicina como substancias 
purificadas a partir de plantas, animales y microorganismos, ejemplo de ello es Ricinus 
communis del que se obtiene el aceite de ricino usado como purgante, de Colchicum 
autumnale se obtiene la colchicina útil en el tratamiento de la gota, Papaver somniferum 
se obtiene la morfina utilizado como un potente analgésico, de Atropa belladona se 
obtiene la atropina utilizada como sedante, de Catharantus roseus se obtiene la 
vincristina y vinblastina utilizados como antitumorales, de Chinchona calisaya se 
obtiene la quina utilizada en el tratamiento antipalúdico por tan solo mencionar algunos 
(Domingo et al., 2003). 
Los antibióticos que originalmente se desarrollaron a partir de productos naturales, han 
revolucionado el tratamiento de las enfermedades infecciosas, sin embargo con la 
aparición y diseminación de microorganismos patógenos resistentes a los antibióticos, se 
incrementó la necesidad de buscar nuevos agentes quimioterapéuticos efectivos. Son 
numerosas las investigaciones enfocadas a la búsqueda de nuevos compuestos con 
actividad biológica a partir de fuentes naturales, dentro de ellos un gran número de 
estudios han sido dirigidos hacia la evaluación de la actividad antimicrobiana en 
extractos y aceites esenciales, ejemplo de ello son las investigaciones realizadas en 
extractos de distinta polaridad de Azadirachta indica (neem), Ruta graveolens (ruda), 
Cinamomum cassia (canela), Thymus sperpyllum (tomillo) que mostraron inhibición 
contra Escherichia coli, Salmonella infantis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus y 
Listeria monocytogenes (Chlibek et al., 2006; Alzoreky et al., 2003; Ojala et al., 2000). 
 Los problemas asociados con el desarrollo y diseminación de los microorganismos 
antibiótico-resistentes se ha incrementado a partir de la década de los 60’s y se ha 
aceptado que la principal causa es el uso indiscriminado de antibióticos en la práctica 
clínica. Así mismo, en años recientes reportes científicos han demostrado que el uso de 
sustancias químicas antimicrobianas utilizadas en áreas hospitalarias, constituyen un 
factor importante en el desarrollo y selección de cepas antibiótico-resistentes (Gilbert y 
McBain, 2003). La resistencia a los antimicrobianos es considerada un problema de 
salud pública que se  presenta mundialmente, en los últimos sesenta años se ha hecho 
notorio el impacto de la respuesta de los microorganismos a la presión selectiva que 
ejercen los antisépticos y biocidas, así como los compuestos quimioterapéuticos 
utilizados en los brotes de infecciones en los hospitales del mundo. Según estudios 
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epidemiológicos, América Latina se encuentra entre las regiones con mas alta incidencia 
de brotes nosocomiales (Cabrera y Gómez., 2007). Los problemas de resistencia de los 
microorganismos a los antimicrobianos sintéticos y los efectos colaterales que poseen 
los antibióticos ha generado un particular interés por la búsqueda de plantas con 
actividad antimicrobiana (Rangel 2001). Estas aportan gran variedad de compuestos 
químicos con carácter antimicrobiano, algunos de los cuales muestran una actividad in 
vitro comparable a la de los antimicrobianos utilizados en el tratamiento de la 
enfermedades infecciosas. El arsenal terapéutico de las plantas es incalculable, ya que 
hasta el momento se reconoce solo un porcentaje muy bajo de los compuestos 
producidos por el reino vegetal. Estas sustancias pueden ser utilizadas directamente o 
como base para la síntesis de nuevos principios útiles en el tratamiento de las 
infecciones (Domingoy López-Brea, 2003). 
Por el interés de profundizar en el conocimiento de la flora mexicana y su posible 
contribución a la etnofarmacología, se diseñó este trabajo con el objetivo de encontrar 
nuevas fuentes de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana de las especies 
vegetales Tagetes lucida (Cav), Leucophyllum frutescens (Berl.) I.M. Johnst, Flourensia 
cernua (DC), Acacia farnesiana (L) Willd,  Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth,  Loeselia 
mexicana (Lam) Brand, Euphorbia antisyphilitica (Zucc),  Phoenix dactilifera (L),  
Agave americana (L), Fouquieria splendes (Engelm), contra bacterias de aislados 












2. Definición del problema y justificación 
La aparición y diseminación de microorganismos patógenos para los seres humanos 
resistentes a casi todos los antibióticos disponibles, plantea un serio problema 
terapéutico considerado actualmente como un problema de salud pública mundial. En 
los últimos sesenta años se ha hecho notorio el impacto de la respuesta de los 
microorganismos a la presión selectiva que ejercen los antisépticos, biocidas, así como 
los antibióticos utilizados en las enfermedades infecciosas. Estudios de investigación 
han demostrado que algunas plantas del desierto presentan actividad antimicrobiana in 
vitro por lo que es de esperarse que otras plantas del mismo hábitat presenten esta 
actividad biológica. La utilización de sustancias naturales en el tratamiento de diferentes 
enfermedades, incluidas las de etiología infecciosa, constituye en la actualidad un 
desafío en la medicina y se ofrece como una alternativa. Sin duda el reino vegetal posee 
mayor variedad de productos naturales potencialmente útiles en el tratamiento de las 
enfermedades infecciosas. La Organización Mundial de la Salud ha recomendado validar 
farmacológicamente las plantas que utilizan los pobladores indígenas y de las zonas 
rurales para tratar sus enfermedades, un alto porcentaje de la población mexicana 
todavía utiliza la herbolaria para alivio de las mismas. Por estos motivos, el estudio de 
las plantas busca descubrir nuevos agentes antimicrobianos que sean eficaces con menos 
efectos tóxicos en el organismo humano. La justificación de este estudio es determinar el 
potencial antimicrobiano de los extractos metanólicos de diez plantas de la región Norte 
del país contra agentes bacterianos productores de enfermedades infecciosas las cuales 
han sido poco ensayadas o al menos en la literatura científica no ha trascendido el 














Los compuestos químicos de los extractos metanólicos de las plantas en estudio inhiben 
el crecimiento de las bacterias patógenas y no presentan toxicidad sobre células 














































4.1. Objetivo General 
 
Identificar los principios activos de las plantas Tagetes lucida (Cav), Leucophyllum 
frutescens (Berl.) I.M. Johnst, Flourensia cernua (DC),  Acacia farnesiana (L) Willd, 
Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth, Loeselia mexicana (Lam) Brand, Euphorbia 
antisyphilitica (Zucc),  Phoenix dactilifera (L),  Agave americana (L), Fouquieria 
splendes (Engelm), del Norte de México responsables de la actividad biológica sobre 
bacterias patógenas, además evaluar su toxicidad sobre células normales de mamífero. 
 
4.1.2 Objetivos específicos 
 
1. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos metanólicos de las plantas en 
estudio sobre bacterias de aislados clínicos y de referencia. 
2. Determinar la concentración mínima inhibitoria de los extractos que resulten 
activos en la primera evaluación. 
3. Separar las fracciones de los extractos activos y evaluar la actividad 
antimicrobiana por el método de bioautografía. 
4. Evaluar la actividad tóxica de los extractos metanólicos activos con el ensayo de 
Artemia salina. 
5. Evaluar la citotoxicidad de los extractos sobre líneas celulares de mamífero 
(VERO) 
6. Identificar los principios químicos de las fracciones biológicamente activas 


















En los pueblos primitivos la gente atribuía el poder curativo de las plantas a la 
intervención de sus dioses, no se sabe con certeza cómo se empezaron a utilizar pero hay 
evidencia de que el hombre de Neandertal que vivió hace 60,000 años en el actual Irak, 
usaba las plantas con fines medicinales (Barquero, 2007). A lo largo de la historia se 
presentan otros ejemplos bien documentados sobre el tema, uno de ellos fue Hipócrates 
en la antigua medicina griega, Avicena en la cultura árabe y Paracelso en la cultura 
centroeuropea, que fueron auténticos especialistas en la aplicación de las plantas 
medicinales. En la época contemporánea existe un gran interés en la investigación de 
sustancias antimicrobianas de plantas y prueba de ello es que diferentes compañías 
farmacéuticas centran sus esfuerzos en este campo (Waizel y Salomon, 2005). La 
Organización Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que más del 80% de la población 
mundial en alguna ocasión ha utilizado la medicina tradicional para satisfacer sus 
necesidades de atención primaria de salud y que gran parte de los tratamientos 
tradicionales implica el uso de productos de plantas o sus principios activos (Bermúdez 
y Oliveira-Miranda, 2005; Ojala et al., 2000). 
La farmacoquímica ha desarrollado nuevos fármacos a partir de los principios activos 
aislados de las plantas y determinar su mecanismo de acción para uso en los seres 
humanos (Etkin, 1998). Las plantas son capaces de producir cientos de compuestos de 
diversa naturaleza química y distinta funcionalidad. Las propiedades medicinales de las 
plantas pueden provenir de cualquiera de sus partes (hojas, tallos, raíces, flores o 
semillas) que producen sustancias químicas llamadas metabolitos secundarios o 
principios activos, estos tienen la capacidad de producir efectos fisiológicos, que pueden 
ser benéficos o tóxicos según el principio activo de que se trate (Cragg et al., 1997). La 
biodiversidad del reino vegetal en el mundo se estima entre 400,000 a 500,000 especies 
de plantas superiores, a las cuales solamente al 10% se les han realizado estudios 
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fitoquímicos y un menor porcentaje ha sido sometido a pruebas farmacológicas 
(Sasidharan et al., 2011). 
En la medicina moderna se les ha encontrado importantes aplicaciones a las plantas; son 
fuente directa de agentes terapéuticos, se emplean como materia prima para la 
fabricación de medicamentos semisintéticos más complejos, la estructura química de sus 
principios activos puede servir de modelo para la elaboración de drogas sintéticas y tales 
principios se pueden utilizar como marcadores taxonómicos en la búsqueda de nuevos 
medicamentos ((Bermúdez y Oliveira-Miranda, 2005).  
 
5.2 Selección del material vegetal y preparación de los extractos 
 
Debido a la amplia variedad y complejidad, las plantas son un reservorio de numerosos 
compuestos químicos que actúan como mecanismos de defensa de la planta contra los 
microorganismos y adaptan al vegetal a las condiciones adversas del medio ambiente 
(Das et al., 2012). Se han desarrollado estrategias para seleccionar las plantas para una 
actividad determinada, Williamson y Okpako (1996) proponen cinco criterios que 
corresponden a la selección: al azar, tamizaje químico, etnomédico, quimiotaxonómico y 
actividad biológica. Las plantas poseen la capacidad de sintetizar substancias de distinta 
naturaleza química conocidos como metabolitos secundarios los cuales se encuentran 
integrados intra y extracelularmente a las partes del vegetal (Green, 2004). La 
experimentación con la planta comienza con la extracción de los metabolitos que se 
encuentran disueltos en el citoplasma de la célula vegetal o formando sales que se 
encuentran incrustadas en las células. Después de triturada la planta se lleva a un 
proceso de maceración en donde el material vegetal esta en contacto con un disolvente 
(Booth et al., 2012). Otro método de extracción se lleva a cabo utilizando diferentes 
disolventes con polaridad creciente empezando con hexano y aumentando la polaridad 
hasta llegar al acetato de etilo para arrastrar sustancias de polaridad intermedia, 
terminando con el empleo de alcohol que extrae del vegetal compuestos más polares 
(Desire et al., 2010). Este procedimiento ayuda a que la extracción con solventes de 
diferentes polaridades arrastre el mayor número de metabolitos secundarios y de esta 
forma poder purificarlos más fácilmente. Uno de los principales problemas en el uso de 
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los extractos crudos de las plantas medicinales es que son mezclas de compuestos, es por 
ello que actualmente los extractos se fraccionan con solventes de distinta polaridad 
(Ncube et al., 2008). 
Los solventes más ampliamente usados en investigaciones de actividad antimicrobiana 
en plantas son el metanol, etanol y agua, predominando los solventes orgánicos, ya que 
se ha reportado que los extractos vegetales con estos solventes proporcionan mejor 
actividad antimicrobiana comparada con los extractos acuosos (Parekh et al., 2006). El 
metanol en el proceso de maceración de las plantas se ha utilizado ampliamente para 
separar los principios activos presentes en los tejidos de las plantas. Las propiedades del 
metanol como buen solvente incluyen baja toxicidad, acción preservativa, incapacidad 
para formar complejos o disociarse y lo más importante, no interferir en los bioensayos 
(Singh et al., 2012).  
5.3 Actividad antimicrobiana de las plantas  
 
Se ha postulado que las plantas pueden contener principios activos con actividad 
biológica sobre diferentes microorganismos (Tabla 1). Se han aislado alrededor de 
12,000 compuestos procedentes de diversas especies vegetales que constituyen el 10% 
de los metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana (Karou et al., 2005). 
 
Reportes acerca de las investigaciones realizadas en extractos de distinta polaridad de  
Azadirachta indica, Ruta graveolens (ruda), Cinamomum cassia (canela), Thymus 
sperpyllum (tomillo) mostraron inhibición contra Escherichia coli y Salmonella infantis, 
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes Ojala et al. (2000), 
Alzoreky y Nakahara (2003). En el estudio realizado por López et al., (2007) reportaron 
que extractos crudos de Azadirachta indica muestran efecto inhibitorio en una amplia 
gama de microorganismos incluyendo algas, bacterias, hongos y protozoarios. En el 
estudio de tamizaje por Ojala et al., (2000) con extractos metanólicos de siete especies 
vegetales de Finlandia contra bacterias Gram negativas y positivas, levaduras, hongos y 
hongos fitopatógenos encontraron que los extractos metanólicos de Ruta graveolens y 
Petroselinum crispum mostraron alta toxicidad contra Rhizoctonia phytophtora. En el 
trabajo llevado a cabo por Céspedes et al., (2006) a partir del extracto metanólico de 
Araucaria araucana aislaron 5 lignanos y sus estructuras fueron dilucidadas por 
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métodos espectroscópicos los cuales fueron probados en ensayos de sensibilidad 
antimicrobiana, y reportaron que las bacterias Gram positivas utilizadas fueron más 
susceptibles al pinoresinol, mientras que el secoisolariciresinol mostró actividad 
antifúngica significativa frente a los hongos Trametes versicolor y Ceratocystis pilifera 
al inhibir su crecimiento micelial. El estudio de Hernández et al., (2006) probaron la 
actividad antimicrobiana de Tagetes lucida contra ocho cepas de referencia de bacterias 
Gram negativas y positivas y cinco cepas de bacterias Gram negativas y positivas 
aisladas de muestras clínicas y una cepa de Candida albicans, ellos reportaron que el 
compuesto 5,7,4’ trimetoxiflavona mostró actividad antimicrobiana contra las bacterias 
Gram negativas y positivas. La investigación de González-Teuber et al., (2006) reportó 
que el néctar del exterior de la flor de Acacia farnesiana contiene enzimas capaces de 
inhibir bacterias fitopatógenas. El ensayo de Varaprasad et al., (2009), en el cual 
evaluaron cuarenta y nueve extractos metanólicos de plantas contra la actividad 
antifúngica de Aspergillus niger, reportaron que Acacia farnesiana disminuyó el 
crecimiento del hongo. Mata et al., (2003) demostró que extractos crudos y fracciones 
de Flourensia cernua  posee actividad fitotóxica, antialgas y antitermitas. En el estudio 
realizado por Molina-Salinas et al., (2006) reportaron que los extractos hexánicos y 
acetónicos de las hojas de Flourensia cernua resultaron activos contra las cepas H37Rv 
(sensible a cinco drogas antituberculosas) y la cepa CIBIN/UMF:15:9 (resistente a todas 
las drogas antituberculosas). El extracto metanólico solo fue activo contra la cepa 
resistente. En un estudio de investigación por Alanís Garza et al., (2012) en la búsqueda 
de nuevos medicamentos antituberculosos (antiTB) probaron una cepa sensible y una 
multidrogoresistente (MDR) de M. tuberculosis. Reportaron que el extracto metanólico 
de corteza de raíz de Leucophyllum frutescens posee actividad antiTB para ambas cepas. 
Ellos encontraron en la raíz de  L. frutescens el compuesto furanolignano identificado 








Tabla 1. Grupos químicos obtenidos de plantas con actividad antimicrobiana (Domingo 
y López-Brea, 2003). 
Grupo 
Químico 







Thymus officinalis (tomillo) 
Matricaria chamomilla (manzanilla) 
Ocimum basilicum 
General 
 S. aureus,                  
S.thyphimurium,        
Salmonella 
Quininas Hipericina Hypericum perforatum (hipérico) VIH 
Taninos  
Quercus rubra (roble) 
Eucaliptus globulus (eucalipto) 
Melissa officinalis (melisa) 
Bacterias y virus 
Virus 







Quercus rubra (roble) 








Lophora williamsi (peyote) 




5.4 Resistencia bacteriana 
 
En los inicios del siglo XX, el descubrimiento de los antibióticos se convirtió en la 
solución a las múltiples enfermedades producidas por agentes infecciosos. Las bacterias 
como todos los seres vivos exhiben mecanismos biológicos que las facultan para 
adaptarse a diversas presiones ambientales. La resistencia bacteriana es la capacidad de 
un microorganismo de tolerar o resistir ciertas condiciones físico-químicas y biológicas 
adversas. Donde quiera que exista un cambio de susceptibilidad bacteriana provocado 
por un agente que ha sido poco efectivo en contra de cierto microorganismo, éste se 
considera como resistente. Muchos microorganismos han sido resistentes a un agente en 
particular por su naturaleza fisiológica o bioquímica, los microorganismos susceptibles 
pueden volverse insensibles por mutaciones o por la incorporación de información 
genética que codifica a la resistencia (Kummerer, 2000). El fenómeno de la resistencia 
se puede entender con base a dos factores, los antibióticos que actúan como un agente 
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selectivo que ayuda a propagar a los microorganismos y el segundo factor son los genes 
de resistencia. Un aspecto importante que contribuye a la diseminación de la resistencia 
es la capacidad de los genes de resistencia para moverse hacia otras bacterias por una 
variedad de medios genéticos (Levy, 2002). El incremento en el uso irracional y el abuso 
de los antibióticos y la respectiva presión selectiva que ejercen, aunado a su empleo en 
tratamientos en el campo veterinario que pueden llegar a generar resistencias en 
gérmenes que afectan a los humanos, así como el hecho de que la propia flora bacteriana 
normal del hombre pueda ser en muchas ocasiones resistente a la acción de los 
antibióticos son los factores más importantes que contribuyen a la aparición de diversas 
clases de resistencia bacteriana (Smith et al., 2005). La resistencia que ejercen las 
bacterias a los antibióticos, antisépticos y desinfectantes, es un problema de salud 
pública que se creía superado (Ojo et al., 2007). Las cepas patógenas resistentes han 
surgido en los hospitales principalmente debido al uso indiscriminado de antibióticos, al 
tiempo de exposición y a la deficiente eliminación de los mismos, tratamientos invasivos 
como hemodiálisis, las altas posibilidades de transmisión y el estado 
inmunocomprometido de los pacientes, los hace susceptibles a las infecciones con 
patógenos oportunistas (Dakie et al., 2005). Aunque el arsenal de antibióticos es 
abundante y se ha logrado un gran avance en el tratamiento de infecciones cada vez más 
complejas, durante los últimos 60 años no se han descubierto medicamentos realmente 
novedosos, con mecanismos de acción capaces de modificar el espectro actual de 
cubrimiento y lo que es más grave, de superar los mecanismos de resistencia bacteriana 
(Levy, 2002). Debido a esto, es de gran trascendencia la búsqueda de nuevos 
compuestos con actividad antimicrobiana de origen vegetal; para lograr esto se hace 
necesario el uso de la investigación fitoquímica, la cual cubre un amplio campo de 
trabajo cuyos objetivos principales son aislar principios activos, identificarlos, 
determinar su estructura y encontrar sus posibles aplicaciones (Rodríguez et al., 2010). 
5.5 Análisis fitoquímico 
La investigación de los metabolitos secundarios ayuda a comprender la bioquímica y 
fisiología de los organismos que los producen y su mejor aprovechamiento con fines 
farmacológicos (Willimason y Okpako, 1996). Algunos de estos compuestos han sido de 
gran beneficio para el desarrollo de medicamentos y son una rica fuente de precursores 
de nuevas estructuras moleculares con actividad biológica (Mishra y Tiwari, 2011). La 
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desaparición de la selva tropical como fuente de compuestos químicos con utilidad 
farmacológica, lleva a la rápida extinción de muchas especies vegetales, lo que motiva a 
promover y apresurar los estudios fitoquímicos y farmacológicos de las especies 
utilizadas en la medicina popular (Elvin-Lewis, 2001; Etkin, 1998). En la investigación 
fitoquímica, se utilizan métodos de separación, principalmente cromatográficos, y 
métodos espectroscópicos para la elucidación estructural. La espectroscopia es una 
técnica que mide la respuesta de una molécula a la aportación de energía. El espectro 
resultante es una serie de bandas que muestran la magnitud de la respuesta en función de 
la longitud de onda de la energía incidente. La fuente de energía puede ser de fotones 
ópticos (espectroscopia ultravioleta, visible e infrarroja) o de energía de radiofrecuencia 
(espectroscopia de resonancia magnética nuclear). Esta técnica se utiliza una vez que la 
mezcla se haya separado en sus componentes y de esta forma interacciona con la 
radiación electromagnética. El aislamiento e identificación de los constituyentes 
vegetales en la actualidad se realiza con mayor exactitud y rapidez con el desarrollo de 
mejores y nuevas herramientas en química analítica. Algunas de las técnicas analíticas 
útiles son la cromatografía, los análisis espectrales de resonancia magnética nuclear, 
análisis infrarrojo y la espectrometría de masas en sus diferentes variantes (Harvey, 
1999). La estructura de los principios activos con actividad antimicrobiana es diversa y 
son clasificados en los siguientes grupos; fenoles simples y ácidos fenólicos, quinonas, 
flavonoides, taninos, terpenos, alcaloides, aceites esenciales, polipéptidos y otros grupos 
aún sin clasificar (Tabla 2) (Kuklinsky, 2000). 
Según el manual de principios bioactivos de las plantas publicado por Herber, 2007, 
describe la estructura química de 3,000 compuestos aislados de productos naturales con 
actividad antimicrobiana, entre otras sustancias químicas reporta el ácido aristolochico, 
diantalexinas, aminas como la diantramina, metoxibracinina, alcaloides indólicos como 
la cantina, 3 antoxiluma, usambrarina, voacamina, voacanga, estos últimos con actividad 
antibacteriana específicos contra Gram positivos (Tabla 3). Huang (1999) encontró 
alcaloides presentes en Coptis chinensis que igualmente están presentes en especies de 
las familias Verberidaceae, Anonacceae, Menispermaseae, Papaveraceae y Rutaceae, 





Tabla 2.   Constituyentes bioactivos de algunas plantas con actividad biológica. 
Nombre  
científico 




Hierba de San Juan Alcaloides, cumarinas, 
flavonoides, saponinas, 
esteroles, taninos y terpenos. 
Khan et al., 2009. 
Bougainvillea 
glabra  
Bugambilia Betacianina, flavonoides, 
taninos y alcaloides. 
Edwin et al., 2007 
Casimiroa pringlei Zapotillo Piperitona, Eucaliptol, α-
terpineol. 
Ponce-Monter et al., 2008. 
Phalaenopsis 
hybrids 
Vanda Monoesteres 1,2 monoesteres 
de pirrolizidina. 
Frolich et al., 2006. 
Pycnocycla  
Spinosa 
 Alcaloides, Flavonoides, 
Saponinas. 












quercitrina y quercetina 3-O- 
gentobiosido. 
Gálvez et al., 2001. 
Timus vulgaris 
 
Tomillo Fenoles volátiles, flavona 
luteolina. 
Engelbertz et al., 2012. 
Valeriana procera Valeriana Flavonoides, ácidos 
valerenicos, lignanos y 
monoterpenoides. 
Déciga-Campos et al., 
2007. 
 
Tabla 3. Compuestos químicos de algunas plantas con actividad antibacteriana 
Nombre científico 
De la planta 
Compuesto 
químico 
Actividad antibacteriana Referencia 
Boophone disticha Bufanidina, 
Distichamina 
E. coli, S. aureus, K. 
pneumoniae 
Chesman L, et al 2012 
Hymenoxys robusta Inositol, Vermerina  S. aureus Fortuna AM et al 2011 
Maytenus blepharodes Zeylasterona S. aureus De León et al., 2010 
Aviceninnia officinalis Hidroxy-4ácido 
metoxybenzoico y 
ácido oleico 
E. coli y S. aureus Bhimba et al., 2010 
Eremophila duttonii Diterpenos de la 
clase serulatano 












5.6 Taxonomía de las Plantas estudiadas 
 
 
5.6.1 Leucophyllum frutescens (Berland.) I.M. Johnston 
 
REINO: Plantae  
            PHYLUM: Magnoliophyta 
                          CLASE: Magnoliopsida                                                                     
                                          FAMILIA: Scrophulariaceae      
                                                          GÉNERO: Leucophyllum 
                                                                        ESPECIE: frutescens 
 
 
Nombre común: cenizo 
Es un arbusto que crece a uno o dos metros y tiene muchas ramas y hojas grises. Las 
flores crecen como campana, con un tamaño de 25 mm, y de color rosa, tres veces 




















Figura 1. L. frutescens (UNAM 2009) 
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            PHYLUM: Magnoliophyta                          
                          CLASE: Magnoliopsida                                                                     
                                       FAMILIA: Asteraceae    
                                                     GÉNERO: Flourensia  




Nombre común: Hojasén. 
 
Se distribuye ampliamente en las zonas desérticas del norte de México y del sur de 
Estados Unidos. A lo largo del territorio de México, la hojasén se utiliza en forma de 
infusión para el tratamiento de diversas enfermedades gastrointestinales (dolor de 
estómago diarrea y disentería). También se emplea como purgante, expectorante y 





















Figura 2.  F. cernua (UNAM 2009) 
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5.6.3 Tecoma stans  
 
  REINO: Plantae 
          PHYLUM: Magnoliophyta                          
                       CLASE: Magnoliopsida                                                                     
                                  FAMILIA: Bignoniaceae    
                                                GÉNERO: Tecoma  





Nombre común Lágrimas de San Pedro, tronadora y retama. Es un arbusto ó árbol de 1 a 
8 metros de altura. Las hojas están divididas de 5 a 13 foliolos, con o sin vellosidades en 
el reverso. Las flores semejan pequeñas campanas amarillas y están agrupadas en 
racimos vistosos generalmente en las puntas de las ramas. Los frutos son cápsulas 
alargadas de hasta 21 cm, color verde y cuando maduran se tornan cafés, contienen 



















Figura 3. Tecoma stans  (UNAM 2009) 
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5.6.4 Euphorbia antisyphilitica 
 
REINO: Plantae 
       PHYLLUM: Magnoliophyta                          
                     CLASE: Magnoliopsida                                                                     
                             FAMILIA: Euphorbiaceae    
                                          GÉNERO: Euphorbia  
                                                       ESPECIE: antisyphilitica 
 
 
Nombre común Candelilla. Es un arbusto o árbol pequeño de 6 m de altura. Las hojas 
están divididas entre 3 o 4 pares de hojitas; son delgadas y de color verde brillante. Las 
flores son amarillas, los frutos son vainas de 9 cm de largo y tiene numerosas semillas. 
Es una planta cosmopolita tropical que crece en climas semicálidos y templados, entre 
los 1840 y los 2750 msnm. Este arbusto está asociado a bosque tropical caducifolio, 


















5.6.5  Loeselia mexicana 
 
 REINO: Plantae 
          SUBREINO: Traqueobionta 
                   DIVISIÓN:  Magnoliophyta 
                           CLASE: Magnoliopsida 
                                   SUBCLASE:  Asteridae 
                                             ORDEN: Asterales 
                               FAMILIA: Polemoniaceae 
                                                                GÉNERO: Loselia 
                                                                       ESPECIE: mexicana  
 
 
Nombre común: Espinosilla hierba de la virgen, chuparrosa, y mirto silvestre. Es una 
planta que mide de 50 a 80cm de altura, que se siente áspera al tacto y tiene abundantes 
pelos. Sus hojas son rígidas, más anchas en la parte de abajo y arriba puntiagudas, en sus 
bordes tiene dientecillos con pequeñas espinas. Las flores son tubulosas y rojas, crecen 



























5.6.6 Acacia farnesiana 
 
  REINO: Plantae 
          SUBREINO: Traqueobionta 
                   DIVISIÓN: Magnoliophyta 
                               CLASE: Magnoliopsida 
                                      SUBCLASE: Asteridae 
                                             ORDEN: Fabales 
                                                  FAMILIA: Mimosáceae 
                GÉNERO: Acacia 
                                                                  ESPECIE: farnesiana 
 
 
Nombre común Huizache  
Es un arbusto o árbol hasta de 7 m de altura, muy ramificados de tallos lisos con muchas 
espinas blancas o blanquecinas de 1 a 5 cm de largo. Las hojas son pequeñas y divididas 
en hojitas más chiquitas que dan la apariencia de plumas, tiene flores como motitas 
amarillas muy perfumadas. Los frutos son vainas, que pueden estar solas o agrupadas, 
un poco alargadas, con las puntas redondeadas, gruesas y aplanadas, con semillas 
























5.6.7 Tagetes lucida 
 
REINO: Plantae 
        SUBREINO: Traqueobionta 
                     DIVISIÓN: Magnoliophyta 
                                  CLASE: Magnoliopsida 
                                           SUBCLASE: Asteridae 
                                                        ORDEN: Asterales 
      FAMILIA: Compuestas 
                             GÉNERO: Tagetes 
                                                                                   ESPECIE lucida 
Nombre común: Hierbanís, Jericón, Pericón. 
Es una hierba erecta de 30 cm a un metro de altura, muy ramificada y que huele a anís.  
Las hojas son de un mismo ancho tanto en la parte axial, como en la distal, con los 
bordes dentados y de color verde oscuro, de olor y sabor a anís. Tiene las flores 
dispuestas en cabezuelas agrupadas en racimos, están en las partes terminales de la 






















5.6.8 Fouquieria splendens  
  REINO: Plantae 
   DIVISIÓN: Magnoliophyta 
     CLASE: Magnoliophyta 
     SUBCLASE: Asteridae  
      ORDEN: Magnoliopsida 
         FAMILIA: Fouquieriaceae  
         GÉNERO: Fouquieria 
ESPECIE: splendens 
Nombre común Ocotillo  
Arbusto o árbol bajo, de 2 a 10 m de altura, tronco basal corto, de 15 a 25 cm de 
diámetro, ramificado cerca de la base en 6 a 30 tallos erectos o recurvados, corteza 
externa verde a café-amarillenta, exfoliante en pequeñas tiras (Figura 8), espinas 
de 15 a 25 mm de largo, rectas o curvas; hojas de los brotes cortos 4 a 11, lineares 
patuladas ampliamente obovadas, de 17 a 35 mm de largo, por 5 a 11 mm de ancho, 
agudas a redondeadas y emarginadas en el ápice, cuneadas en la base; panícula 
estrechamente cónica a cilíndrica, de 10 a 20 cm de longitud, raquis de color 
púrpura a rojizo; sépalos anaranjado-rojizos, rosados a blanco-amarillentos, 
ampliamente ovados, oblongos a casi reniformes, de 4.5 a 6 mm de longitud, 3.5 a 
5.5 mm de ancho, obtusos emarginados en el ápice; corola anaranjado-rojiza, 
rosado purpúrea, rosado-amarillenta a amarilla clara, de 10.5 a 28 mm de largo, 
tubo de 6.5 a 22 mm de largo, por 3.5 a 6 mm de ancho en la garganta, pubescente 
en su interior con una banda de 2 a 5 mm de pelos unicelulares cerca de la base. La 
aparición periódica no estacional de las hojas de esta especie depende de la 











5.6.9 Agave americana 
 
Reino: Plantae 
    SUPERCLASE: Monocotyledoneas 
                                  CLASE: Liliopsida         
                 ORDEN: Asparagales 
                  FAMILIA: Agavaceae 
                            GÉNERO: Agave 
                                ESPECIE: americana 
 
Nombre común: pita  
 
La planta tiene forma de piña (o ananá) de la cual salen sus hojas o pencas, a veces 
rectas y otras dobladas de manera caprichosa, carnosas pero duras, de bordes espinosos, 
a veces de color amarillo y con una púa en la punta. Las floraciones ocurren solamente 
cuando la planta tiene aproximadamente 15 años de edad o más. Las hojas se disponen 
en la base del tallo que acaba en un racimo de flores, las hojas son ricas en fibra, el tallo 



































         FAMILIA: Arecaceae 
  
         GÉNERO: Phoenix 
 
         ESPECIE: dactylifera 
 
 
Nombre común: Palma datilera. 
 
Palma dioica de tronco único o ramificado en su base de 20 m de altura y 30-40 cm de 
ancho, cubierto con los restos de hojas viejas. Hojas pinadas de 6-7 m de longitud con 
foliolos de unos 445 cm de longitud de color glauco. Inflorescencias muy ramificadas 
naciendo de entre las hojas flores masculinas de color crema y femeninas amarillas. 
Produce frutos oblongos ovoides de 3-9 cm de longitud de color naranja con pulpa 





















Figura 10. P. dactylifera (UNAM 2009) 
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5.7 Cepas bacterianas: Características fisiológicas y morfológicas 
 
Las bacterias utilizadas en este trabajo fueron bacterias Gram positivas y Gram 
negativas. 
5.7.1 Bacterias Gram negativas. 
Los bacilos Gram negativos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae son los 
aislamientos mas frecuentes recuperados de muestras clínicas. Distribuidos en la 
naturaleza en forma amplia, estos microorganismos se encuentran en el suelo, agua y 
como lo indica el nombre de la familia dentro del tracto intestinal de seres humanos y 
animales. Los miembros de la familia Enterobacteriaceae pueden ser incriminados en 
cualquier tipo de enfermedad infecciosas y recuperados de cualquier muestra recibida en 
el laboratorio (Winn et al., 2008). Las enterobacterias son bacilos Gram negativos 
pequeños (0.5 por 0.3 m), no forman esporas, pueden ser móviles o no móviles, 
algunas especies poseen cápsula bien definida, poseen fimbrias o pilis y son los 
responsables de la fijación de las células bacterianas a otras bacterias, células huésped y 
bacteriófagos. Son microorganismos facultativos con diversidad bioquímica. Por 
definición todos los miembros de la familia fermentan la glucosa, reducen nitratos a 
nitritos y son oxidasa negativos. Las Enterobacteriaceae representan herramientas útiles 
para los genetistas y son los microorganismos que se emplean con gran frecuencia en 
desarrollo de DNA recombinante. Son destruidos con relativa facilidad por el calor y por 
concentraciones bajas de germicidas y desinfectantes comunes (Jawetz et al., 2005). 
Algunos ejemplos de Enterobacterias se describen a continuación. 
5.7.1.1 Klebsiella pneumoniae (Hernández, 2003). 
Taxonomía  
 Dominio: Bacteria  
          Filo: Proteobacter 
               Clase: Gamma-proteobacteria 
                     Orden: Enterobacteriales 
                            Familia: Enterobacteriaceae 
                                   Género: Klebsiella 
                                          Especie: pneumoniae 
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Características morfológicas y fisiológicas 
 
Klebsiella pneumoniae es una bacteria aerobia, quimioorganotrofa y Gram-negativa 
(gran cápsula de polisacáridos), inmóvil (Figura 12). Es un patógeno humano que 
produce infecciones del tracto urinario, septicemia, e infecciones de tejidos blandos 
(ejemplo neumonías). Están asociadas con infecciones del tracto urinario. Klebsiella 
pneumoniae es un patógeno oportunista colonizador de piel y mucosas de pacientes 
hospitalizados que pueden presentar infecciones invasoras como bacteriemias o 
septicemias. Usualmente las manos contaminadas del personal son el vehículo 














5.7.1.2 Escherichia coli (Madigan, 2009). 
Taxonomía  
        Dominio: Bacteria 
                Filo: Proteobacteria 
                     Clase: Gamma-proteobacteria 
                           Orden: Enterobacteriales 
                                 Familia: Enterobacteriaceae 
                                           Género: Escherichia 




Características morfológicas y fisiológicas. 
Escherichia coli es un organismo procarionte que se encuentra en los intestinos 
animales, es un bacilo que reacciona negativamente a la tinción de Gram, es anaerobio 
facultativo, móvil por flagelos peritricos que rodean su cuerpo, no forman esporas, es 
capaz de fermentar la glucosa y la lactosa (Figura 13). En las mujeres causa entre el 80 y 
90% de las infecciones urinarias primarias y entre el 70 y 80 % de episodios recurrentes, 
mientras que en los hombres causa entre el 40 y 50 % de los episodios (Jawetz 2005). 
Los miembros del género Escherichia son pobladores casi universales del tracto 
intestinal del hombre y de los animales homeotermos. Escherichia contribuye también 
probablemente a consumir oxigeno haciendo por tanto anaerobio el intestino grueso, tan 
solo en raras ocasiones Escherichia es patógeno. Algunas cepas se han visto implicadas 
en diarreas infantiles, pudiendo también causar infecciones en el tracto urinario. Las 
cepas entero patógenas de E. coli son más frecuentes en infecciones del tipo disentérico 









5.7.2. Bacterias Gram positivas. 
Las bacterias Gram positivas, especialmente los cocos, son los microorganismos 
aislados con mayor frecuencia a partir de muestras clínicas humanas en el laboratorio de 
microbiología. Estas bacterias están ampliamente distribuidas en la naturaleza y pueden 
ser recuperadas a partir del ambiente o como habitantes comensales de la piel, mucosas 
y otros sitios del cuerpo de los seres humanos y animales. Los cocos Gram positivos 
producen  una variedad de infecciones que incluyen: foliculitis, furúnculos, carbunco, 





abscesos, faringitis, endocarditis, erisipela, celulitis, neumoníaa y bacteremia (Winn et 
al., 2008). Enseguida se describen las características de S. aureus. 
5.7.2.1 Staphylococcus aureus 
El S. aureus es un patógeno importante para los seres humanos. Casi toda persona 
padece de algún tipo de infección causada por este microorganismo durante su vida, que 
varía en gravedad desde intoxicación alimentaria o infecciones cutáneas menores hasta 
infecciones graves potencialmente mortales (Jawetz, 2005). 
Clasificación taxonómica  
DOMINIO: Bacteria 
       REINO: Eubacteria 
                FILO: Firmicutes 
                          CLASE: Bacilli 
            ORDEN: Bacillales 
                  FAMILIA: Staphylococacceae 
                 GENERO: Staphylococcus 
                  ESPECIE: aureus 
 
S. aureus es una bacteria esférica (coco) aproximadamente de 1µm de diámetro, 
inmóviles que al ser examinada en el microscopio aparece agrupada en conjuntos en 
pares, en cadenas cortas o en grupos en forma de racimos de uva, no tienen flagelos, no 
forman esporas y excepcionalmente pueden tener cápsula. Estos organismos son Gram-
positivos, muchas veces, pero no siempre presenta un pigmento de color amarillo en el 
medio de cultivo. Algunas cepas son capaces de producir una toxina proteica muy 
estable al calor que causa enfermedades en los humanos (Fig. 11). Para la detección de 
S. aureus se requiere la prueba de la coagulasa que permite diferenciar al S. aureus de 
otras especies del género Staphylococcus. La coagulasa es una enzima que estimula la 
conversión del fibrinógeno en fibrina, por lo que comprueba la facultad de un 
microorganismo de coagular el plasma por acción de esta enzima. Si es coagulasa 
positivo, se produce una turbidez alrededor de la colonia, debida a la coagulación del 
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plasma. Para una mayor certeza en la identificación de un S. aureus se utiliza la 






Figura 13.  Staphylococcus aureus fotografía macroscópica y microscópica de (Prescott 
et al., 2004). 
 
 
5.8 Métodos para evalua la efectividad antimicrobiana. 
 
En los últimos años se ha centrado el interés en el desarrollo de técnicas para el ensayo 
de agentes antibacteriano, estos permiten que el laboratorio pueda determinar rápida y 
exactamente las concentraciones de dichos agentes en diferentes muestras. Se utilizan 
varios métodos para la búsqueda de agentes antimicrobianos: ensayo microbiológico, 
inmuno enzimático, fluorescencia, cromatografía en líquido de alta presión y métodos 
moleculares. Los principales métodos para determinar la efectividad de un 
microorganismo a un compuesto químico son los métodos de dilución en caldo, prueba 
de difusión, determinación de células sobrevivientes, recuento de células por el método 
de vaciado en placa. La selección del método de análisis dependerá del objetivo de la 
investigación (Cowan et al., 1993; Hernández et al., 2003, Ramírez et al., 2009). 
 
5.8.1 Método de dilución en caldo 
 
En los métodos de dilución para determinar la concentración mínima inhibitoria (MIC) 
de un agente químico a un microorganismo, se inoculan a un cultivo del microorganismo 
en estudio, cantidades específicas del agente químico, preparado en concentraciones 
decrecientes en caldo o agar por la técnica de dilución seriada en tubo. Se determina la 
susceptibilidad del microorganismo, después de un período de incubación de 48 h, por la 
observación macroscópica de la presencia o ausencia de crecimiento en las distintas 
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concentraciones del agente químico. La concentración mínima del agente 
antimicrobiano que no muestra crecimiento manifiesto, es la medida del efecto 
bacteriostático del agente químico sobre el microorganismo y por lo común se le 
menciona como concentración mínima inhibitoria. Este método se considera el más 
exacto para la determinación de la susceptibilidad en volumen medido (en unidades o 
microgramos) del compuesto a evaluar. Es un procedimiento que lleva mucho tiempo y 
además resulta muy costoso por eso su empleo se limita a casos especiales sobre todo 
cuando se desean resultados cuantitativos (Cowan et al., 1993). 
 
5.8.2  Método de difusión de agar en disco 
 
Las técnicas de difusión han sido ampliamente usadas para evaluar extractos de plantas 
con actividad antimicrobiana. En general se propone usar los métodos de difusión (en 
papel o en pozo) para estudiar compuestos polares, y los métodos de dilución para 
sustancias polares y no polares (Winn et al., 2008). Las metodologías aplicadas siempre 
consideran la estandarización de la concentración bacteriana a utilizar, con el ánimo de 
evitar un crecimiento exhaustivo el cual puede variar significativamente la respuesta del 
extracto vegetal o aceite, indicando la necesidad de utilizar concentraciones mayores de 
éste para inhibir el crecimiento del microorganismo. La concentración de bacterias usada 
para el estudio de susceptibilidad en el laboratorio ha sido estandarizado en 5 x 10
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unidades formadoras de colonias (UFC)/mL, lo cual equivale a un patrón de 0.5 en la 
escala de MacFarland. Es recomendable tomar el inoculo de cultivos en la fase 
exponencial de crecimiento y siempre tomar 4 o 5 colonias de un cultivo puro para evitar 
seleccionar variantes atípicas (Hernández et al., 2003). Los medios de cultivo más 
utilizados en dichas técnicas son el agar Mueller Hinton y agar tripticasa soya, ya que 
sus componentes facilitan el crecimiento de diferentes cepas bacterianas y mayor 
difusión de las muestras (Winn et al., 2008). El método de difusión en agar, está 
apoyado por datos clínicos y de laboratorios; y presenta la ventaja que sus resultados son 
altamente reproducibles. La técnica está basada en el método originalmente descrito por 
Bauer (Método de Kirby-Bauer). Este método de difusión en disco o en pozo fue 
estandarizado y es actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos de 
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Susceptibilidad de (NCCLS, 2001), de Estados Unidos. El fundamento de esta 
determinación es establecer en forma cuantitativa, el efecto de un conjunto de 
sustancias, ensayados individualmente, sobre las cepas bacterianas que se aíslan de 
procesos infecciosos. El método se basa en la relación entre la concentración de la 
sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibición de 
crecimiento en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y 
sembrado homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la cual se ha depositado un 
disco de papel filtro de 6 mm de diámetro, o se ha sembrado en pozo impregnado con 
una cantidad conocida de la sustancia (Doughari, 2006). 
En este método, se colocan con todo cuidado sobre la placa de cultivo en agar, inoculada 
|con el microorganismo a estudiar, discos de papel filtro impregnado con diferentes 
agentes antimicrobianos en concentraciones específicas. Se incuba la placa 24 h y se 
observa la aparición de una zona de inhibición del crecimiento alrededor del disco que 
contiene el agente antimicrobiano al cual es susceptible el microorganismo, los 
microorganismos que son resistentes crecerán hacia la periferia del disco. Su sencillez, 
rapidez de ejecución, economía y reproducibilidad la convierten en una de las pruebas 
mas útiles, y con seguridad la más empleada para la determinación de la susceptibilidad 
a agentes antimicrobianos (Forbes  et al., 2007; NCCLS, 2002). 
 
5.8.3 Método de Concentración Mínima Inhibitoria (MIC por sus siglas en inglés, 
Minimal Inhibition Concentration). 
 
El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos es una de las 
funciones más importantes de los laboratorios de microbiología clínica. Su realización se 
desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad, cuyo principal objetivo es evaluar en el 
laboratorio la respuesta de un microorganismo a uno o varios antimicrobianos. Los 
ensayos de sensibilidad han de estar convenientemente normalizados y sujetos a 
procesos de control que aseguren su reproducibilidad. La cuantificación de la actividad 
in vitro de los antimicrobianos se evalúa habitualmente mediante alguna de las variantes 
de los métodos de dilución. Estos métodos se basan en la determinación del crecimiento 
del microorganismo en presencia de concentraciones crecientes del antimicrobiano, que 
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se encuentra diluido en el medio de cultivo (caldo o agar) (Hernández et al., 2003). Las 
primeras determinaciones se realizaron empleando baterías de tubos con caldo de cultivo 
con un rango determinado de antimicrobiano (macrodilución). Esta metodología es 
muycomplicada, por la cantidad de material y de manipulaciones necesarias para su 
realización. La aparición de un sistema de inoculación múltiple para placas de agar 
popularizó el método de dilución en agar, en el que cada placa, con una cierta 
concentración de antimicrobiano, permite inocular simultáneamente un gran número de 
microorganismos. La utilización de micropipetas y de placas de microtitulación facilitó 
la utilización del método de microdilución con caldo. Tradicionalmente estos métodos se 
han venido usando para la determinación de la CMI y la concentración mínima 
bactericida (CMB) de los antimicrobianos. Los métodos de dilución se consideran de 
referencia para la determinación cuantitativa de la actividad de los antimicrobianos. Son 
los métodos indicados cuando, además de la actividad inhibitoria, se quiere determinar 
también la actividad bactericida. (NCCLS, 2002). 
5.9 Bioautografía 
Este ensayo puede representar una herramienta útil para la purificación de sustancias 
antibacterianas, o como una técnica de tamizaje fitoquimico preliminar, o un 
fraccionamiento biodirigido, realizando el ensayo a través de cromatogramas, que 
permitan la localización de los compuestos activos, incluso en matrices complejas como 
los derivados de productos naturales. Se puede definir como una variación de los 
métodos de difusión en agar, donde el analito es absorbido dentro de una placa de 
cromatografía delgada (TLC) (Ncube et al., 2008; Schmourlo, 2004). La bioautografía 
es una técnica sencilla y rápida que combina las ventajas de la cromatografía en capa 
fina y la detección de actividad antimicrobiana. Determinar la eficacia de esta técnica 
puede facilitar el panorama en el aislamiento de sustancias antimicrobianas presentes en 
mezclas complejas. La metodología que se diseñe para desarrollar esta técnica depende 
del microorganismo que se va a evaluar, ya que requiere el conocimiento de las 
condiciones inherentes al crecimiento como; la curva de crecimiento microbiano. Hasta 
ahora, la bioautografía se ha realizado con pocos microorganismos, entre los cuales 
están Bacillus subtilis, Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Propionibacterium 
acnes, Staphylococcus epidermidis,  Erwinia amylovora, Erwinia carotovora  y 







5.10  Identificación microbiana 
 
La identificación del género y la especie de los microorganismos se debe realizar a partir 
de cepas puras, las cuales pueden estar en el medio en que se aisló o en un agar gelosa 
en pico de flauta. La identificación de las bacterias tradicionalmente se ha realizado en 
tubos que contienen diferentes substratos (pruebas bioquímicas), observándose la 
actividad fisiológica que aunada a las características de morfología colonial, tinción de 
Gram, pruebas serológicas y perfiles de susceptibilidad a antimicrobianos, permiten 
definir el género y especie de las bacterias y levaduras (Cowan et al., 1993). 
Actualmente existe una diversidad de métodos que se pueden emplear en la 
identificación de las bacterias a nivel de especie, sin embargo, en ocasiones es necesario 
además realizar la tipificación y caracterización de un grupo de cepas de la misma 
especie, para lo cual se emplean métodos fenotípicos, que se basan en la caracterización 
de los productos que se obtienen de la expresión genética, ejemplos de estos lo 
constituyen las pruebas bioquímicas, pruebas serológicas, pruebas de resistencia o 
susceptibilidad, pruebas de susceptibilidad a bacteriófagos, pruebas de susceptibilidad a 
bacteriocinas y ensayos de electroforesis de enzimas (Hernández et al., 2003). 
 
5.11 Toxicidad con el bioensayo de Artemia salina  
 
Lo natural no siempre es inocuo, los compuestos bioactivos son siempre tóxicos a altas 
dosis (McLaughlin et al., 1998). La evaluación de la actividad tóxica de las plantas 
medicinales juega un papel importante para el establecimiento de los criterios de 
seguridad y efectividad promovidos por la Organización Mundial de la Salud (Vidal et 
al., 2009; Kumar y Shukla, 2003). Para la seguridad y eficacia de las fitomedicinas y 
productos herbolarios, además de las pruebas fitoquímicas y farmacológicas deberían 
documentarse estudios de su toxicidad (Bilia y Riva., 2000). La prueba in vitro de 
toxicidad con larvas de Artemia salina, es un ensayo de mucha utilidad en la búsqueda 
de nuevas drogas antitumorales. Se considera como una prueba general de toxicidad y 
un complemento de valoración farmacológica de extractos de plantas (Meyer et al., 
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1982; Molina et al., 2006). Tiene la ventaja de ser un bioensayo sencillo, rápido y 
altamente sensible. Con éste bioensayo, es posible determinar la dosis letal media (DL50) 
de los componentes activos a partir de pequeñas cantidades de muestra en términos de 
concentración (g/mL), con un intervalo de confianza del 95% (Balandrin y Kinghorn, 
1993). La biología y la fisiología de las larvas de Artemia salina se han estudiado 
extensamente, debido a que éstas son altamente sensibles a una gran variedad de 
sustancias químicas y extractos de plantas, se considera que una planta es tóxica cuando 
la DL50 es menor a 200 g/mL (McLaughlin et al., 1998). 
 
5.12 Citotoxicidad con líneas celulares de mamífero 
 
Los ensayos de citotoxicidad, son capaces de detectar mediante diferentes mecanismos 
celulares conocidos, los efectos adversos de interferencia con estructura y/o propiedades 
esenciales para la supervivencia celular, proliferación y/o funciones. Dentro de estos se 
encuentran la integridad de la membrana y del citoesqueleto, metabolismo, síntesis y 
degradación, liberación de constituyentes celulares o productos, regulación iónica y 
división celular (Arencibia et al., 2003). 
Comúnmente, en los estudios de citotoxicidad in vitro sobre líneas celulares, se emplean 
diferentes métodos de tinción celular con el fin de estimar de manera indirecta el número 
de células viables presentes después de un tratamiento. La mayoría de éstos son de punto 
final, al usarse de forma destructiva, lo cual imposibilita seguir el comportamiento de las 
células después de ser sometidas a un tratamiento traumático. Una prueba in vitro ideal 
para evaluar la proliferación celular y la citotoxicidad debe tener como características 
principales: ser simple, rápida, eficiente, económica, reproducible, sensible, segura, 
efectiva en la medida de la población celular viable y, que no muestre interferencia con 
el compuesto a evaluar. Más aun: si el método es aplicable a técnicas de barrido o 
tamizaje de alta eficiencia (HTS) y las células pueden ser usadas para más experimentos 
se habrá adquirido una herramienta excepcional (Anoopkumar-Dukie et al., 2005; 
O’Brien et al., 2000). Existen diferentes métodos para realizar ensayos de citotoxicidad 
in vitro. Primero, el uso de colorantes tales como cristal violeta y sulforrodamina B, que 
colorean componentes específicos de las células y permiten medir residuos celulares 
después de un tiempo de incubación con el compuesto evaluado. Segundo, los detectores 
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de liberación de componentes constitutivos celulares, que miden la actividad de enzimas 
tales como lactato deshidrogenasa, y finalmente, aquellos que miden la función 
metabólica de las células usando las sales de tetrazolio: bromuro de (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT);(3-[4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboxi-
metoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio) (MTS) y (23-bis-(2-metoxy-4-nitro-5-
sulfofenil)- 2H-tetrazolio-5-carboxanilido) (XTT), los cuales al ser reducidos a formazán 
producen una intensa coloración. El método más empleado es la reducción metabólica 
de MTT, basado en la reducción de 3-(4.5-dimeltiltiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolio 
bromuro (MTT). Este colorante amarillo pálido, soluble en agua, es reducido 
tempranamente en células viables, por componentes de la cadena respiratoria, a 
formazán (cristales azul violeta, insoluble en agua), fundamentalmente por la respiración 
(deshidrogenasas mitocondriales) y su flujo de electrones, lo cual es intrínsecamente 
tóxico para las células (Putnam et al., 2002; Bernas y Dobrucki, 2002).  Dicho método 
fue desarrollado por (Mosmann 1983) como método colorimétrico cuantitativo de 
microtitulación para la determinación de la supervivencia y capacidad de proliferación 
de células mamíferas, y es preciso y rápido. Así mismo otro colorante utilizado en los 
ensayos de citotoxicidad, resazurina (azul no fluorescente) es reducida a resofurina 
(rosado altamente fluorescente), por oxidoreductasas que se encuentran principalmente 
en la mitocondria de células viables. La resofurina es excretada al medio permitiendo el 
continuo monitoreo de la proliferación y/o la citotoxicidad de sustancias sobre células 
humanas, animales, bacterias e incluso hongos. Este colorante es poco tóxico para las 
células (no así otras técnicas descritas), y permite la continuidad de estudios en las 
mismas células, economizando tiempo y dinero, especialmente en cultivos primarios 
donde las células son muy escasas y preciadas. Además, es sensible y altamente 
reproducible. Es posible obtener una medida de absorbancia a una longitud de onda de 
570 nm y/o fluorescencia en 530 nm 590 nm, ya que este colorante tiene propiedades 
tanto cromóforas como fluoróforas. Por ello, los métodos de reducción de resazurina y 
MTT reconocidos como sistemas de medida indirecta de masa celular, son útiles para 
evaluar la viabilidad y supervivencia en tratamientos de citotoxicidad (Drumond y 




5.13 Cromatografía de gases acoplada a masas. 
 
La cromatografía de gases con espectrometría de masas (GC-MS, por sus siglas en 
inglés) es un método que combina las características de la cromatografía de gases y la 
espectrometría de masas para la identificación de sustancias diferentes dentro de una 
muestra de prueba. La tecnología GC-MS es muy aceptada como "estándar de oro" para 
la identificación de compuestos orgánicos volátiles y semivolátiles en mezclas, 
detección de narcóticos, análisis medioambiental, investigación de explosivos e 
identificación de muestras desconocidas. Además, es capaz de identificar trazas en 
materiales que se creían que pasaban desapercibidos por otras tecnologías. GC-MS se 
compone de dos componentes básicos: el cromatógrafo de gases y el espectrómetro de 
masas. El cromatógrafo de gases utiliza una columna capilar que depende de las 
dimensiones de la columna (longitud, diámetro, grosor de capa) así como las 
propiedades de fase (p.ej. 5% fenilpolisiloxano). La diferencia de las propiedades 
químicas de las diferentes moléculas en una mezcla causa que las moléculas sean 
separadas cuando la muestra cruza la longitud de la columna. Las moléculas necesitan 
diferentes tiempos (tiempo de retención) para salir (eluir) del cromatógrafo. Eso permite 
al espectrómetro de masas después de capturar, ionizar, acelerar, desviar y detectar las 
moléculas ionizadas de forma separada. Para realizar esto, el espectrómetro divide cada 
molécula en fragmentos ionizados y detecta estos fragmentos mediante su relación masa 
carga. Estos dos componentes aplicados juntos permiten un grado más fino de 
identificación de sustancias que cada instrumento utilizado por separado. La 
combinación de los dos procesos reduce la posibilidad de error ya que es muy poco 
probable que dos moléculas diferentes se comporten de la misma manera tanto en un 
cromatógrafo de gases como en un espectrómetro de masas. Por consiguiente, cuando un 
espectro de masa aparece a un tiempo de retención característico durante un análisis, 
típicamente lleva a un mayor grado de seguridad que el analito de interés que se 









6.-MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
6.1 Lugar, área de trabajo y período de estudio 
Este trabajo se llevó a cabo en el Laboratorio de Química Analítica de la Facultad de 
Ciencias Biológicas de la Universidad Autónoma de Nuevo León en Monterrey NL, 
Laboratorio de Investigación de la Facultad de Ciencias Químicas de la Universidad 
Juárez del Esrado de Durango en Gómez Palacio Durango y en el Laboratorio de 
Etnofarmacología del Centro de Investigación Biomédica de la Facultad de Medicina de 
la Universidad Autónoma  de Coahuila. 
 
6.2 Recolección de material vegetal 
 
Se realizó una fase previa al diseño experimental para obtener y analizar la información 
bibliográfica en bases de datos en la red Internet de un grupo de 20 especies de plantas, 
basadas en la posibilidad de que mostraran actividad antimicrobiana y de esta selección 
reducir a diez especies para la investigación considerando los siguientes criterios: uso 
medicinal de la planta y la posibilidad de contener compuestos antibacterianos; 
presencia de principios activos en las especies seleccionadas; que no se hayan realizado 
trabajos experimentales en las especies seleccionadas y la distribución geográfica de las 
plantas (Williamson y Okpako, 1996). En base a los criterios anteriores, las plantas 
seleccionadas para este estudio fueron: Tagetes lucida (Cav), Leucophyllum frutescens 
(Berl.) I.M. Johnst, Flourensia cernua (DC),  Acacia farnesiana (L) Willd,  Tecoma 
stans (L.) Juss. ex Kunth,  Loeselia mexicana (Lam) Brand, Euphorbia antisyphilitica 
(Zucc),  Phoenix dactilifera (L),  Agave americana (L), Fouquieria splendes (Engelm). 
Las plantas se recolectaron frescas en diferentes localidades del área rural de la Comarca 
Lagunera ubicada entre los Estados de Durango y Coahuila. Los sitios de recolección se 
ubicaron a una altitud de 1140 metros sobre el nivel del mar. La recolección se realizó 
durante los meses de mayo de 2010 a septiembre de 2011. Para la recolección se 
siguieron los lineamientos para las buenas prácticas de recolección vegetal propuestos 
por la Organización Mundial de la Salud (OMS., 2004). La identificación botánica fue 
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realizada por Eduardo Blanco Contreras, curador botánico de la Universidad Autónoma 
Agraria Antonio Narro Unidad Laguna, ubicada en la ciudad de Torreón Coahuila. Se 
depositó un ejemplar de cada especie en el herbario de la misma universidad. 
 
6.3  Obtención de los extractos metanólicos de las plantas. 
Las hojas del material vegetal se lavaron con agua destilada para eliminar el exceso de 
polvo y partículas extrañas. Se secaron en una estufa a una temperatura de 40°C, 
después se separaron las hojas y se trituraron en un molino (marca Wiley
®
 modelo 4). Se 
pesaron 50 g de las hojas trituradas, se colocaron en un matraz Erlenmeyer y se le 
agregaron 350 mL de metanol (CTR Scientific®), se selló herméticamente, se dejó en 
agitación constante durante 5 d en un agitador (Dual Action Shaker Lab Line®) para 
luego filtrar el macerado utilizando papel Whatman No.1 (Whatman International 
LTD®England) en embudo Buchner y bomba al vacío (Evar® Power Electric México). 
El solvente se evaporó a presión reducida en un rota evaporador (Büchi® R-205, 
Switzerland) a 30 rpm y 50
o
C, el extracto se llevó a sequedad completa (Figura 14) 
(Rodríguez et al., 2010). El cálculo del rendimiento de la extracción se obtuvo de la 
siguiente fórmula (García et al., 2010): 
 
Dónde: 
PE = Peso obtenido después de la extracción 















6.4 Evaluación de la actividad antibacteriana de los extractos metanólicos de las 
plantas en estudio. 
6.4.1 Activación de las bacterias. 
 
La identificación y tipificación de la cepa bacteriana se realizó conforme a perfiles 
bioquímicos y a las recomendaciones del Manual de Microbiología Clínica (Hernández 
et al., 2003). Todos los aislamientos fueron mantenidos en el medio líquido C Rivas 
(Rivas et al., 2007). Con los extractos obtenidos se evaluó la actividad biológica sobre 
los microorganismos mencionados en la Tabla 4. 
Tabla 4.  Microorganismos utilizados 
 
Bacterias de referencia ATCC Bacterias de aislados clínicos (AC) 
Klebsiella pneumoniae No 9183 Klebsiella pneumoniae 
Staphylococcus aureus No BAA44 Staphylococcus aureus 
Escherichia coli O157 Escherichia coli 
Enterobacter aerogenes  9180 Proteus mirabilis 
Enterobacter cloacae 9235 Proteus vulgaris 
 Pseudomonas aeruginosa 
 Sarcina lutea 
 Streptococcus pyogenes 
 
El método empleado para el ensayo microbiológico fue el de difusión en agar con discos 
de papel. Para el ensayo microbiológico se vaciaron 5 mL del medio de cultivo en tubos 
de ensayo de 13x100 mm, se esterilizaron a 120
0
C y 15 Lb/15 min, los tubos se 
inocularon con la cepa bacteriana y se incubó durante 18-24 h a 37
0
C. El ensayo se 
realizó por el método de difusión en placa con discos de papel filtro (Hernandez et al., 
2003; Winn et al., 2008)
 
para lo cual se utilizó el medio sólido de C. Rivas (Patente 
IMPI MX/10892). El medio se preparó de acuerdo a instrucciones del fabricante. Para el 
ensayos de inhibición bacteriana se colocaron 40 L del extracto metanólico a tres 
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concentraciones de 1 000, 500 y 250 g/mL previamente esterilizados por filtración con 
membranas de 0.25 m en filtro Milipore®, una vez esterilizadas, cada concentración se 
impregnaron los discos de papel filtro Whatman No.1 (Whatman® International LTD 
England) sobre una placa de agar sólido C. Rivas previamente inoculada con 100 L de 
una suspensión bacteriana de 1x10
6
 UFC ajustada con el Nefelómetro de Mc Farland
20
. 
Como control negativo se utilizaron 40 L de dimetil sulfóxido (DMSO) y como testigo 
positivo 40 L de Cefotaxima (Sigma Aldrich®, St Louis, MO, USA) a las mismas 
concentraciones que el extracto (Figura 15). Las placas se incubaron en estufa a 37
0
C 
por 24 h, se midió el halo de inhibición con Vernier, los resultados de los halos se 
expresaron en mm
  

















6.4.2 Determinación de la concentración mínima inhibitoria (MIC) de los extractos 
que muestren actividad biológica relevante. 
 
La CMI se realizó por el método de microdilución. El medio usado para las diluciones 
fue el caldo C. Rivas. En una microplaca de 96 pozos se depositaron 100 L de medio 
de cultivo líquido C. Rivas, se le agregaron 50 L del extracto a las concentraciones de 
500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.6, 7.8 y 3.9 g/mL, enseguida se adicionaron 100 L de 
Figura 15. Diagrama de flujo actividad  bactericida 
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Figura 16. Diagrama de flujo para medir la Concentración Mínima Inhibitoria 
la suspensión bacteriana conteniendo un inóculo de 1 x 10
6
 UFC (tubo uno de la escala 
de Mc Farland). Posteriormente la microplaca se incubó por 24 h a 37°C. Para cada 
ensayo se utilizó Cefotaxima como testigo positivo a concentración de 500 g/mL. 
Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Para determinar la concentración mínima 
inhibitoria se adicionaron 10 L de MTT a una concentración de 2.5 mg/mL a cada 
pozo, se incubaron por 8 h a 37°C, posteriormente se leyó la absorbancia en un lector de 
microplacas de ELISA a 570 nm (DynatechMR5000) (Figura 16)  (NCCLS, 2001; 
Kakuko et al., 2005; 
 















6.4.3 Identificación de las fracciones con actividad antibacteriana mediante la 
técnica de bioautografía. 
 
6.4.3.1 Cromatografía en capa delgada de los extractos que mostraron activdad 
antibacteriana para identificar las fracciones activas. 
Evaluación de las fracciones activas. 
Se utilizó la técnica de Hamburger modificada por Verástegui en 1998 la cual puede 
detectar concentraciones mínimas del compuesto responsable de la actividad biológica y 
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se observa a simple vista la zona de inhibición. Se utilizaron cromatofolios para 
cromatografía en capa fina con sílica gel (60W Merck) de 2.5 cm x 8 cm las bandas ya 
identificadas, se llevaron a esterilidad por luz ultravioleta durante 30 min y se colocaron 
en cajas de Petri de vidrio previamente estériles. Sobre el cromatográma se colocó una 
capa de agar C. Rivas de unos 3-5 mm de espesor y se inocularon con una micropipeta 
agregando 100 μL del microorganismo ajustado una carga bacteriana de 1X106 UFC/mL 
y se homogenizó con asa de Drigalski. Las condiciones de humedad se mantuvieron 
colocando dentro de la caja Petri un algodón con agua destilada estéril. Se utilizó como 
control de crecimiento un cuadro de agar inoculado con el mismo microorganismo pero 
separado del cromatográma. Las cajas se incubaron a 37 °C por 24 – 48 h. La zona de 
inhibición de los microorganismos en la tira de agar se midió y se correlacionó con el 
registro previo de las fracciones separadas cromatográficamente (Figura 17) (Verastegui 












                                Figura 17. Diagrama de la bioautografía 
 
6.5 Ensayo de Letalidad con larvas de Artemia salina 
 
La DL50 se define como la concentración de una sustancia o producto derivado de 
plantas medicinales capaz de matar el 50% de una población expuesta. Para determinar 
la DL50 existen diferentes métodos como lo es el uso de líneas celulares, el empleo de 
animales de laboratorio o larvas (nauplios) de Artemia salina. La ventaja del ensayo de 
45 
 
A. salina, es fácil, rápida y económica (Nguta, 2012), ampliamente utilizada por la 
Enviromental Protection Agency (EPA) de los Estados Unidos como prueba de 
toxicidad de metales pesados, pesticidas, toxinas en cuerpos de agua y toxicidad de 
extractos de plantas (Alireza et al., 2010). El procedimiento se describe a continuación: 
En un recipiente de material acrílico obscuro (eclosionador) se colocaron 300 mL de 
agua de mar artificial (Coralife Scientific Grand Marine Salt) se adicionaron 0.1 g de 
huevecillos de A. salina (BrineShrimpEggs® San Francisco Bay Brand, Inc.), se 
incubaron a temperatura ambiente con aireación continua (bomba de acuario ELITE 
799) y con luz blanca irradiada de una lámpara de 11 Watts a 20 cm de distancia del 
eclosionador, finalmente se cerró con la tapa y se incubaron por 48 h para obtener los 
nauplios. Una vez eclosionados se tomaron 10 nauplios en un volumen de 100 μL de 
agua de mar con pipeta Pasteur y se colocaron en una microplaca de 96 pozos, 
posteriormente se adicionaron 100 μL de las concentraciones del extracto con 1000, 500, 
100 y 10 μg/mL. Se utilizó como control positivo dicromato de potasio a una 
concentración de 400 ppm y como control negativo agua de mar. Los nauplios de A. 
salina estuvieron expuestos a las soluciones de extracto durante 24 h bajo las mismas 
condiciones. Después de este tiempo se contaron los nauplios muertos y vivos con ayuda 
de un estereoscopio (Iroscope® WB2, EUA), posteriormente se colocaron 50 μL de 
etanol (CTR®, Scientific) para inmovilizar al resto de vivos en cada pozo. Se utilizó el 
método estadístico de Probit para determinar la DL50. El criterio de toxicidad fue que 
valores de una DL50 > 1000 μg/mL se considera no tóxico, ≥ 500 ≤1000 μg/mL, se 
considera con toxicidad débil y <200 μg/mL se considera tóxico (Bastos et al., 2009; 













6.6 Determinación de Citotoxicidad en Cultivo Celular 
 
Para evaluar la citotoxicidad de los extractos se empleó la línea celular normal riñón de 
mono verde africano (VERO). Las células se propagaron en el medio de cultivo DMEM 
(Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium, Cellgro, Herndon Sigma
®
) suplementado con 2 




St. Louis, USA), gentamicina 50 mg (Sigma
®
-
Aldrich, St. Louis, USA) y 10 % de suero fetal bovino (SFB, SIGMA
®
). Se utilizaron 
cultivos confluentes (80-90%) de la línea celular, realizando la exclusión con azul de 
tripano (Sigma
®
-Aldrich, St Louis, USA) para comprobar su viabilidad se colocaron 
3,000 células/pozo en un volumen de 100 μL de medio DMEM en microplacas de 96 
pozos (Corning Inc. Costar
®
), posteriormente se incubaron por 24 h a 37 °C en 
atmósfera húmeda y 5 % de CO2 en incubadora de cultivo (Lab-line Mod 485). Los 
extractos de Leucophyllum frutescens y Tagetes lucida se disolvieron en dimetil 
sulfóxido (DMSO) a una concentración final de 0.001 μg/mL. Posteriormente se 
prepararon diluciones de los extractos en DMEM a una concentración final de 3.12, 
6.25, 12.0, 25.0, 50.0 y 100.0 μg/mL, se adicionaron 100 μL/pozo de cada dilución, el 
ensayo se realizó por cuadruplicado. El DMSO se utilizó como control negativo y se 
evaluó individualmente para citotoxicidad de forma similar a los extractos, las placas se 
incubaron durante 72 h en atmósfera de 5 % CO2 a 37 ºC. Luego de 72 h se adicionaron 
20 μL MTT (sal de tetrazolio (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolio) (Sigma
®
-Aldrich, St Louis, USA). Al cabo de 4 h en atmósfera de 5 % 
CO2 a 37 ºC se decantó el medio, se adicionaron 200 μL/pozo de DMSO y se leyó la 
densidad óptica (DO) en un lector de microplacas de ELISA (DynatechMR5000) a 
560 nm y 630 nm como referencia (Figura 19). El porcentaje de células muertas se 
determinó a partir del promedio de las absorbancias obtenidas de controles tratados y no 
tratados. Se graficaron los valores de concentración de los extractos contra el porcentaje 
de viabilidad para obtener la IC50. Los valores finales representaron el promedio de dos 
experimentos por cuadriplicado cada uno. Los valores de absorbancia mostraron una 
relación lineal con el número de células viables. Se realizó un análisis estadístico 
utilizando el programa SPSS 17.0 (Kakuko et al., 2005; Umeh et al., 2005; Hamid., 
















Figura 19. Diagrama de la prueba de citotoxicidad con la línea celular VERO 
 
6.7 Análisis de las fracciones porCromatografía de Gases acoplado a Masas. 
 
Se utilizó un cromatógrafo de gases acoplado con un detector de espectro de masas (GC-
MS) para identificar los compuestos de las fracciones con efecto inhibitorio sobre los 
microorganismos en estudio. El análisis se realizó en un equipo HP19091J-433 (Hewllet 
Packard®, Abonadle, PA.) GC-MS Agilent 5973 utilizando columnas HP 5. 
 
6.8 Análisis estadístico 
 
Los datos se expresaron como la media ± la desviación estándar (DE) de ensayos 
independientes con 3 réplicas. Las comparaciones de las medias del efecto de inhibición 
de la concentración del extracto sobre las bacterias en estudio se hicieron mediante la 
prueba t de Student, considerando como control el antibiótico cefotaxima. Para los 
ensayos de inhibición del crecimiento se utilizó un modelo bivariado de regresión lineal 
para el extracto y bacteria en estudio considerando la dosis inhibitoria. Se utilizó el 
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paquete estadístico STATA versión 11.0 (Stata Corporation, Texas, USA)
 
considerando 
la diferencia estadística significativa a una p < 0.05. 
Para el ensayo de letalidad con A. salina, la DL50 se calculó con el paquete estadístico 
Probit. La CMI se obtuvo con el Paquete estadístico STATA versión 11.0 (Corporation, 
Texas, USA) calculando la tendencia de los datos con Probit. Los valores de IC50 
(citotoxicidad) del extracto se determinaron a partir de las curvas de concentración-
efecto (número de células) mediante el análisis de regresión lineal utilizando el paquete 



















7.1 Recolección e identificación del material vegetal de estudio. 
 
Las especies vegetales se recolectaron en la zona rural de los poblados de Tlahualilo, 
Nazas, Viesca y San Pedro ubicados en el semidesierto Chihuahuense que comprende la 
Región Lagunera en el Norte de México a una altitud de 1400 msn. En la tabla 5 se 
registra el número de Voucher de los ejemplares vegetales.  
Tabla 5.  Identificación taxonómica de las especies vegetales estudiadas 
Nombre científico Nombre común Registro de Voucher 
L. frutescens Cenizo UAAANL007/2012 
Tagetes lucida Hierbanís UAAANL008/2012 
F. splendens Ocotillo UAAANL009/2012 
F. cernua Hojasén UAAANL012/2013 
E. antisiphylitica Candelilla UAAANL010/2012 
L. mexicana Espinosilla UAAANL013/2013 
A. americana Maguey UAAANL014/2013 
A. farnesiana Huizache UAAANL011/2012 
Tecoma stans Tronadora UAAANL015/2013 
Phoenix dactilyfera Palma datilera UAAANL016/2013 
 
7.2 Rendimiento de los extractos metanólicos  
 
En la Tabla 6 se muestran los porcentajes de los rendimientos de la extracción 
metanólica de las plantas en estudio. Las hojas de L. frutescens presentaron el mayor 
rendimiento con 17.2% y el extracto con menor rendimiento fue el de las hojas de Agave 





Tabla 6. Rendimiento de los extractos metanólicos de especies vegetales recolectadas en 
el semidesierto Chihuahuense. 
Planta  (hojas) Peso seco (g) Rendimiento (%) 
Leucophyllum frutescens 50.0 17.2 
Acacia farnesiana (flor) 25.0 3.7 
Fouquieria splendens 50.0 8.2 
Euphorbia antisifilítica 100.0 10.0 
Tecoma stans  50.0 6.5 
Tagetes lucida 60.0 4.2 
Agave americana 60.0 1.8 
Phoenix dactilyfera 60.0 4.8 
Flourencia cernua 50.0 11.1 
Loeselia mexicana        100.0    10.0 
 
 
7.3 Evaluación de la actividad antibacteriana de los extractos metanólicos de las 
plantas. 
 
Los extractos metanólicos de las plantas se sometieron a la determinación de la actividad 
antibacteriana utilizando ocho cepas patógenas obtenidas de aislados clínicos y cinco 
cepas de referencia (ATCC) (Tabla 4). Los resultados de la actividad biológica de las 





Tabla 7.  Actividad biológica de los extractos metanólicos de las especies vegetales en estudio de Norte de México contra cepas  



















L. frutescens + + + + + + - + 
T. lucida - - - - + 
F. splendens - - + + - - 
F. cernua + + - + + + + 
E. antisiphylitica - - + + + + - 
L. mexicana - - - - - 
A. americana - - - - + 
A. farnesiana - - - - - 
T. stans - + + - - - 
P. dactilyfera - - ++ - - 
 
Escala: débilmente activos 5-10 mm (+), medianamente activos 11-15 mm (++), altamente activos > de 15 mm (+++) según el criterio de García Hernández 








Tabla 8.  Actividad biológica de los extractos metanólicos de las especies vegetales en estudio del Norte de México contra cepas  


















L. frutescens --------------- +++ - - - - - - 
T. lucida - + - - - - - - 
F. splendens ++ +++ - - - - - - 
F. cernua - - - - - - - - 
E. antisiphylitica - ++ - - - - - - 
L. mexicana - - - - - - - - 
A. americana - - - - - - - - 
A. farnesiana - - - - - - - - 
T. stans - +++ - - - - - - 
P. dactilyfera - - - - - - - - 
- 
Escala: débilmente activos 5-10 mm (+), medianamente activos 11-15 mm (++), altamente activos > de 15 mm (+++) según el criterio de García Hernández 





TABLA 9. Actividad biológica de los extractos metanólicos de las especies vegetales 
que mostraron inhibición sobre S. aureus (AC). 
  
Planta Concentración μg/mL / halo de inhibición (mm) 
AC, cepa de aislado clínico; DMSO, dimetil sulfóxido (control negativo); cefotaxima, control positivo. 
 
 
Tabla 10.  Actividad biológica de los extractos metanólicos de las especies vegetales 
que mostraron inhibición sobre E. coli ATCC O157.  
 
Planta 
Concentración μg/mL / halo de inhibición (mm)  






 250 μg/mL 500  μg/mL 1000  μg/mL 
L. frutescens  10 12 12 
T. stans  12 15 15 
F. splendens  12 15 15 
E. antisiphylitica  10 10 12 
T. lucida 10 10 10 
Cefotaxima 15 15 15 
DMSO 0 0 0 
 250 μg/mL 500 μg/mL 1000 μg/mL 
L. frutescens  10 12 12 
F. splendens  12 15 15 
P. dactylifera  12 15 15 
F. cernua  10 10 12 
Cefotaxima 15 15 15 




Tabla 11. Actividad biológica de los extractos metanólicos de las especies vegetales que 
mostraron inhibición sobre Enterobacter aerogenes ATCC 9183.  
Planta Concentración μg/mL / halo de inhibición (mm) 




7.4 Actividad antibacteriana 
 
Los extractos metanólicos de L. frutescens, T. stans, F. splendens, E. antisiphylitica y T. 
lucida mostraron actividad antibacteriana a las tres concentraciones de 250, 500 y 1000 
μg/mL contra Staphylococcus aureus (AC) (Tabla 9). De acuerdo al análisis estadístico 
para L. frutescens, T. stans, F. splendens, E. antisiphylitica y T. lucida, por cada 
microgramo del extracto aplicado se observó un efecto inhibitorio de 0.114, 0.942, 0.28, 
1.8 y 0.37 cm respectivamente. Al comparar las medias del efecto de inhibición y la 
concentración aplicada sobre el cultivo bacteriano considerando como referencia el 
control positivo el antibiótico cefotaxima empleando la prueba t-Student resultando una 
p < 0.01, 0.03, 0.02, 0.12 y 0.03 respectivamente, lo cual se considera significativa. 
 
Los extractos de L. frutescens, F. splendens, P. dactylifera y F. cernua mostraron 
actividad antibacteriana relevante a las tres concentraciones de 250, 500 y 1000 μg/mL 
sobre Escherichia coli 0157 (Tabla 10). De acuerdo al análisis estadístico, para L. 
frutescens, F. splendens, P. dactylifera y F. cernua por cada microgramo del extracto 
aplicado se observó un efecto inhibitorio de 0.28, 0.37, 0.142 y 0.65 cm 
respectivamente. Al comparar las medias del efecto de inhibición y la concentración 
aplicada sobre el cultivo bacteriano considerando como referencia el control positivo, 
empleando la prueba t-Student se observó una p<0.01, 0.02, 0.01 y 0.01 
respectivamente, lo cual se considera significativa. 
 
 250 μg/mL 500 μg/mL  1000 μg/mL  
F. cernua  10 10 12 
E. antisiphylitica 10 15 15 
Cefotaxima  15 15 15 




F. cernua y E. antisiphylitica a las tres concentraciones de prueba mostraron actividad 
antibacteriana contra las cepa de referencia Enterobacter aerogenes 9183 (Tabla 11). De 
acuerdo al análisis estadístico, para F. cernua y E. antisiphylitica por cada microgramo 
del extracto aplicado se observó un efecto inhibitorio de 0.37 y 0.5 cm respectivamente.  
Al comparar las medias del efecto de inhibición y la concentración aplicada sobre el 
cultivo bacteriano considerando como referencia el control positivo, empleando la 
prueba t-Student se observó una p<0.01, 0.06 respectivamente, lo cual se considera 
significativa para F. cernua, no así para E. antisiphylitica.  
A excepción de A. farnesiana y L. mexicana el resto de las especie probadas, mostraron 
actividad antibacteriana. 
La actividad antibacteriana mostrada fue lineal en función de la concentración de los 
extractos. Bacterias que no mostraron actividad antibacteriana: P. aeruginosa, P. 
mirabilis, P. vulgaris y E. coli (AC). 
 
7.4.1. Concentración Mínima Inhibitoria (MIC) de los extractos que mostraron 
mayor actividad biológica 
 
Una vez obtenidos los extractos metanólicos de las especies vegetales que mostraron 
actividad antimicrobiana significativa se determinó la concentración mínima inhibitoria 
(MIC) sobre las bacterias de estudio como se describió en la estrategia experimental. El 
cálculo de la CMI de los extractos se obtuvo a través del análisis Probit, empleando la 










Gráfica 1.  Diagrama de dispersión de las 
variables Yi Probit y Log Xi del extracto de 
L. frutescens sobre S. aureus 
 
 
Gráfica 2.  Diagrama de dispersión de las 
variables Yi Probit y Log Xi del extracto de 






Gráfica 6. Diagrama de dispersión de las 
variables Yi Probit y Log Xi del extracto de 
T. lucida sobre E. cloacae (referencia) 
Gráfica 7. Diagrama de dispersión de las 
variables Yi Probit y Log Xi del extracto de A. 

































Gráfica 3. Diagrama de dispersión de las 
variables Yi Probit y Log Xi del extracto de 
F. splendens sobre S. aureus 
 
Gráfica 4.  Diagrama de dispersión de las 
variables Yi Probit y Log Xi del extracto de 
T.lucida sobre S. aureus. 
Gráfica 5. Diagrama de dispersión de las 
variables Yi Probit y Log Xi del extracto de E. 
antisiphylitica sobre S. aureus 
 
Gráfica 8. Diagrama de dispersión de las 
variables Yi Probit y Log Xi del extracto de 
















En la Tabla 12 se muestran los resultados de la MIC de los extractos metanólicos con 
mayor actividad biológica, los extractos que tuvieron mejor actividad fueron los de 
T. lucida con una MIC de 23.0 µg/mL y F. splendes 25.0 µg/mL sobre S. aureus. 
 
Tabla 12.  Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los extractos metanólicos de las 
especies en estudio. 




E. cloacae    
ATCC 9235 
S. aureus            
(AC) 
E. coli          
ATCC O157 
L. frutescens   25.4 30.0 
T. stans   36.1  
F. splendens   25.0 27.1 
E. antishypilitica 30.1  26.8  
T. lucida  32.6 23.0  
P. dactylifera    34.0 
F. cernua  29.2   
A. americana  33.0   
ATCC:American type culture collection; AC, aislado clínico
Gráfica 9. Diagrama de dispersión de las 
variables Yi Probit y Log Xi del extracto de F. 
cernua sobre E. coli O157 
 
 
Gráfica 10. Diagrama de dispersión de las 
variables Yi Probit y Log Xi del extracto de L. 





7.5 Bioensayo de toxicidad sobre nauplios de Artemia salina  
 
Con el propósito de determinar la Dosis Letal Media (DL50) de cada uno de los 
extractos, se diseñó el experimento en base al análisis Probit con el programa SPSS 
versión 17. Para evaluar la actividad tóxica se adicionaron 100 μL de las diluciones 
de los extractos a probar las concentraciones probadas estuvieron en un rango de 10 a 
1000 μg/mL. En la Tabla 13 se muestran los resultados obtenidos para la actividad de 
letalidad sobre A.salina para cada uno de los extractos. Los extractos no mostraron 
actividad tóxica sobre A. salina, debido a que la DL50 resultó > 1000 μg/mL excepto 
en el extracto de cenizo que resultó tóxico.  
 
Tabla 13. Actividad de los extractos metanólicos sobre la letalidad en nauplios de     
Artemia salina.                                                                                         
Extracto metanolico DL50 (μg/mL) X
2
 P 
E. antisiphylitica 2,733.10 1.24 0.536 
A.farnesiana 1,088.66 14.59 0.0007 
L. frutescens 290.88 97.1 0.0 
P. dactylifera 2,599.70 0.25 0.878 
L. mexicana 671.69 8.56 0.013 
T.stans 845.91 28.08 0.0 
F. splendens 2,651.85 2.638 0.62 
T. lucida 603.1 8.12 0.043 
F. cernua 852.45 26.25 0.0 
A. americana 763.58 24.03 0.0 
Valor de la DL50 de los extractos contra A. salina, mediante el diseño estadístico Probit, 
mostrando el valor de la X2 (Chi-cuadrada) y (P) la significancia de los resultados obtenidos con 
el paquete SSPS v 17. 
 
 
Según los resultados obtenidos, el extracto de Leucophyllum frutecens resultó tóxico 
sobre A. salina a las concentraciones probadas, con una LD50 de 290.88 μg/mL 
(Figura 11) bajo el criterio de Déciga (2010). El porciento de viabilidad del extracto 
a una concentración de 500 μg/mL sobre Artemia salina fue de 10% y no hubo 





Gráfica 14. DL50 del extracto metanólico de T. 
stans sobre A. salina 
 
Gráfica 13. Porcentaje de viabilidad sobre A. salina 





De acuerdo a los resultados obtenidos.mostrados en las Figuras 13-30, los extractos 













Gráfica 11. Porcentaje de viabilidad sobre A. salina 
del extracto metanólico de L. frutescens 
Gráfica 12. DL50 de extracto metanólico de L. 
frutescens sobre A salina 
Gráfica 16.  DL50 del extracto metanólico de F. 
splendens sobre A. salina 
 
Gráfica 15.  Porcentaje de viabilidad sobre A. salina 






Gráfica 22. DL50 del extracto metanólico de P. 
dactylifera sobre A. salina 
 
 
Gráfica 21. Porcentaje de viabilidad sobre A. salina   




































Gráfica 18.  DL50 del extracto metanólico de T. 
lucida sobre A. salina 
 
Gráfica 17.  Porcentaje de viabilidad sobre A. salina   
del extracto metanólico de T. lucida  
 
 
Gráfica 20. DL50 del extracto metanólico de 
E.antisiphylitca sobre A. salina 
 
Gráfica 19. Porcentaje de viabilidad sobre A. 





Gráfica 26. DL50 del extracto metanólico de A. 
americana sobre A. salina 
 
 
Gráfica 24.  DL50 del extracto metanólico de F.cernua 








































Gráfica 23. Porcentaje de viabilidad sobre A. 
salina   del extracto metanólico de F.cernua 
 
Gráfica 25. Porcentaje de viabilidad sobre A. 
salina   del extracto metanólico de A. americana  
Gráfica 28. DL50 del extracto metanólico de L. 
Mexicana sobre A. salina 
 
Gráfica 27.  Porcentaje de viabilidad sobre A. 
















7.6 Citotoxicidad de los extractos sobre la línea celular VERO. 
 
Se evaluó el efecto citotóxico del extracto de L. frutescens y T. lucida sobre el 
criterio de que con la prueba de A. salina L. frutescens mostró una DL50 de 290.58 
µg/mL. Además se probó T. lucida con el criterio de que analizando los datos de 
mortalidad con el paquete estadístico de la EPA (Environmental Protection 
Administration) resultó con una DL50 33.1 µg/mL, dato diferente al que se obtuvo 
con el paquete SPSS. Se utilizó la línea celular VERO, utilizando el reactivo MTT 
que mide la capacidad metabólica de la célula como indicativo de daño citotóxico, 
encontrándose un índice de toxicidad media (CI50) del extracto de L. frutescens de 
58.56 μg/mL (Figura31). El análisis estadístico se realizó mediante regresión lineal 











Gráfica 31. IC50 del extracto metanólico de hojas de L. frutescens sobre la línea 
célular VERO. 
 
Gráfica 29.  Porcentaje de viabilidad del extracto 
metanólico de A. farnesiana sobre A. salina 
Gráfica 30.  DL50 del extracto metanólico de A. 




7.7 Actividad Antimicrobiana mediante el método de Bioautografía. 
 
Separación preliminar de los compuestos por cromatografía en capa fina.  
Previo a la cromatografía, el extracto de L. frutescens se sometió a una partición con 
cloruro de metileno. Se montaron los cromatofolios para cromatografía en capa fina 
con sílica gel (60W Merck) en portaobjetos de 2.5 cm x 8 cm para separar las 
fracciones de los extractos activos de las especies vegetales en estudio. El eluente 
empleado fue una mezcla benceno-acetona 8:2. Se observaron tres bandas 













En la Tabla 14 se observan los (Rf) de las bandas obtenidas de la fracción 
clorofórmica de L. frutescens reveladas a la luz UV y con cloruro de cobalto las 











Luz                                     
UV 
Cloruro de     
Cobalto 
1 0.4 Café Café 
2 0.5 Café Café 
3 0.6 Café Café 
Figura 20. Fraccionamiento de la extracción clorofórmica de L. frutescens 
  
Tabla 14. Bandas obtenidas de la fracción clorofórmica de 
L. frutescens reveladas a la luz UV y CoCl2 eluente 









Control negativo Fracción clorofórmica 
de L. frutescens 
 
7.8 Bioautografía  
 
Es una técnica sencilla y rápida que combina las ventajas de la cromatografía en capa 
fina y la detección de actividad antimicrobiana. Los resultados obtenidos, nos 
condujeron a seleccionar las plantas con actividad antibacteriana y proseguir con el 
estudio fitoquímico biodirigido, para aislar e identificar parcialmente los compuestos 
responsables de la actividad. Las diez plantas estudiadas que mostraron mayor 
actividad antibacteriana se particionaron con cloruro de metileno y se les realizó el 
estudio de bioautografía,  resultando solo la especie de L. frutescens activa contra S. 
aureus (AC) figura 42., la cual en la cromatografía de capa fina se observaron tres 
bandas cromatográficas de compuestos químico activos. Los compuestos químicos 
aislados conservaron la actividad antibacteriana obtenida con el extracto crudo 
 
   
 
  
              Control positivo 
                    
Figura 21. Inhibición sobre S. aureus por bioautografía 
 
 
7.9 Resultados del análisis cromatográfico de L. frutescens  
Análisis porcromatografía de gases con detector de masas (GC-MS). 
La fracción clorofórmica del extracto de L. frutescens se sometió a análisis 
cromatográfico debido a que resultó activo en el ensayo de autobiografía. El extracto 
de L. frutesens se solubilizó con cloruro de metileno y se sometió al análisis de CG-
MS para la identificación de compuestos. En la Figura 43 se muestra el espectro en el 
que se observan nueve señales, identificando el pico más alto con tiempo de 
retención (TR) de 27.8 unidades, se propone que el compuesto corresponde al ácido 
homovanílico metil ester, la cual se identificó con un 64 % de certeza de acuerdo a la 




Abonadle, PA). En la Tabla 15 se observan los tiempos de retención (TR), certeza e 
































Tabla 15. Tiempos de retención (TR), certeza y compuesto probable de los espectros 
obtenidos del análisis espectroscópico del extracto de L. frutescens 
Muestra Tiempo de 
retención (TR) 
Certeza (%) Compuesto 
 5.71 94 Acido benzoico metil 
ester 
 10.50 95 Acido parabenzoico p-
hidroxy-metil ester 
 11.98 91 Acido 
benzenopropanoic4-
hidroxi metil ester 
Extracto de L. 
frutescens 
26.68 38 ----------------------- 
 27.32 83 Dihidroxicaroteno-8,8-
dial (5) 
 27.80 64 Acido bencenacético,4-
hiroxi-3.metoxy-metil 
ester 
 28.35 ---- ------------------- 
 29.85 ---- ------------------- 
 29.85 ----- -------------------- 





















Desde hace décadas, el empleo de plantas medicinales y de los productos derivados 
de las mismas está aumentando de manera importante. Esto se debe a una serie de 
factores, entre los cuales debemos destacar en muchos casos el conocimiento preciso 
de la composición química y del hecho de que en la actualidad dicha utilización se 
fundamenta en numerosos ensayos farmacológicos in vivo e in vitro, así como en la 
determinación fitoquímica. De esta manera, el uso de las especies vegetales 
medicinales que se ha venido haciendo en forma empírica y basada en la tradición 
tiene hoy una base científica con nuevas herramientas analíticas (Araujo et al., 2004). 
Hay pocos datos en la literatura que reporten la actividad antimicrobiana de las 
plantas nativas del Norte de México (Salazar-Aranda et al., 2011). Las plantas 
evaluadas en este estudio se seleccionaron bajo tres de los cinco criterios propuestos 
por Williamson et al (1996), por sus características etnofarmacológicas, por su 
distribución en el semidesierto del Norte de México, y por antecedentes de actividad 
antimicrobiana en diferentes especies bacterianas. Se utilizó metanol en el proceso de 
maceración porque otros autores lo han uilizado ampliamente y han obtenido mejor 
actividad antimicrobiana que con otros solventes (Parekh et al., 2006; Singh., 2012; 
Rojas et al., 2006).  
 
Se evaluó la actividad antimicrobiana de los extractos metanólicos de L. frutescens, 
T. stans, F. splendens, T. lucida, E. antisiphylitica, P. dactylifera, A. americana, F. 
cernua, A. farnesiana, L. mexicana sobre cinco cepas de referencia y ocho cepas 
bacterianas de aislados clínicos con el antecedente de haber sido obtenidas de 
pacientes internados en Hospital Infantil Universitario de la ciudad de Torreón 
Coahuila.  
 
Los extractos de L. frutescens, T. stans, F. splendens, T. lucida y E. antisiphylitica  
fueron más activos que los restantes cinco con la mayoría de los organismos 
estudiados, especialmente contra S. aureus de aislado clínico. Las bacterias que no 
presentaron actividad antibacteriana: P. aeruginosa, P. mirabilis, P. vulgaris y E. 
coli (AC). Previamente se mencionó que hay pocos estudios reportados sobre la 




Verástegui et al. (1998) en el que usaron extractos etanólicos de tres plantas del 
desierto Chihuahuense,  en ese estudio reportaron actividad antibacteriana contra 
50% de los organismos probados, a diferencia de los resultados obtenidos con las 
plantas evaluadas en el presente trabajo las cuales no mostraron actividad sobre 
cepas gram negativas de aislados clínicos. 
 
En este trabajo se encontró actividad antibacteriana con cinco extractos de las plantas 
sobre S. aureus (AC), en donde se observó actividad relevante de Leucophylum 
frutescens; de la misma manera, un reporte de Molina-Salinas et al. (2007) 
encontraron actividad antibacteriana en cepas de S. aureus (AC) y cepas 
multiresistentes de M. tuberculosis, H. influenzae tipo b. con el extracto metanólico 
de Leucophylum frutescens recolectado al Norte de México.  
 
En este trabajo se reporta la inhibición de S. aureus con T. lucida, en cambio no se 
observó actividad con bacterias Gram negativas. En cambio, Céspedes et al. (2006) 
reportaron que el extracto metanólico de Tagetes lucida recolectada en el Norte de 
México, inhibió  el crecimiento de E. coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, 
Salmonella sp. y Shigella sp.  
Los resultados con el extracto metanólico de L. mexicana no mostraron inhibición. 
En las cepas estudiadas, similar al estudio realizado por Navarro et al. (2006), con la 
misma especie vegetal no observaron actividad bacteriana.  
El extracto metanólico de A. americana solo mostró actividad con E. cloacae (CR); 
Khan et al. (2010) reportaron que el extracto etanólico de A. americana presentó 
actividad antibacteriana contra S. aureus, a diferencia de los resultados obtenidos en 
esta investigación, la cual no mostró actividad sobre esta especie bacteriana. 
Con respecto a la especeie vegetal Phoenix dactylifera, Perveen et al (2012) el 
extracto metanólico inhibió el crecimiento de E. coli (CR), el análisis de estos 
resultados no se pudieron contrastar debido a la escasa información en la literatura 
sobre la actividad antibacteriana. Kahkashan et al. (2012) evaluaron Phoenix 
dactylifera contra bacterias Gram positivas y negativas de asilados clínicos, ellos 
encontraron que el extracto metanólico mostró buena actividad antibacteriana contra 
E. coli se puede decir que los resultados fueron similares a los de este trabajo. 
Ruiz et al. (2009) evaluaron la actividad antimicrobiana y antifúngica del  extracto 




Castella tortuosa, Coutarea latiflora, Ibervillea sonorae, Jatropha cuneata, y 
Selaginella lepidophylla, especies vegetales diferentes a las que utilizamos en este 
estudio, reportaron que S. aureus fue la bacteria más susceptible a todas las plantas 
estudiadas, aunque las especies vegetales fueron diferentes, estos resultados son 
similares a los de este estudio. 
Con referencia a las observaciones de la concentración mínima inhibitoria (MIC), 
solamente se le determinó a los extractos que presentaron actividad antimicrobiana. 
Se reportó la MIC de los extractos activos; L. frutescens, T. stans, F. splendens, E. 
antisiphylitica, T. lucida, P. dactylifera, F. cernua y A. americana contra S. aureus 
(AC), E. coli 0157 y Enterobacter aerogenes 9183, se demostró una MIC menor o 
igual a 30 μg/mL, aunque en la literatura no se citó un trabajo similar, un reporte del 
extracto metanólico de Calophyllum brasiliense contra S. aureus reporta una MIC de 
32 μg/mL (Kakuko et al., 2005).  En cambio, se reportaron resultados diferentes al 
presente estudio con la especie Piper regnelli contra S. aureus en donde Barbieri-
Holetz F et al. (2002) reportaron una MIC de 7.7 μg/mL. En otro reporte con las 
especies de Schinus molle y Cyperus alternifolius resultaron activas sobre S. aureus 
con una MIC de 62.5 y 250 μg/mL respectivamente (Salazar-Aranda et al., 2011). 
Kuete et al. (2011) evaluaron el extracto metanólico de Artocarpus communis 
(Moraceae), ellos reportaron que el extracto fue activo contra  S. aureus y E. coli 
ATCC8739 con una MIC de 64 μg/mL. 
Las plantas con actividad antimicrobiana se sometieron al estudio fitoquímico 
bidirigido para identificar parcialmente los compuestos responsables de dicha 
actividad. Las ocho plantas que mostraron actividad se particionaron con cloruro de 
metileno para el estudio de bioautografía. Resultando solo la especie de L. frutescens  
activa contra S. aureus (AC), en la que se observaron tres bandas que corresponden a 
compuestos flavonoides y quinonas, con las cuales se comprobó nuevamente la 
actividad antibacteriana, Mehrotra et al. (2010) con las especies Amla y Neem 
encontraron al menos dos componentes activos de flavonoides y taninos contra S. 
aureus, lo cual es comparable con las tres bandas de este estudio. Bastos et al. (2009) 
realizaron un estudio con el extracto clorofórmico-metanólico de Zeyheria 
tuberculosa (Vell.) Bur, en el que demostraron la presencia de cuatro flavonas las 
cuales se evaluaron por bioautografía contra S. aureus. Encontraron que dos 
compuestos fueron activos para S. aureus, resultados que coinciden con la actividad 




Debido a que el objetivo del trabajo fue evaluar la actividad biológica de los 
extractos de las plantas, incluida la toxicidad, se determinó la DL50 con el ensayo de 
letalidad sobre Artemia salina, ensayo considerado de tamizaje para sistemas 
biológicos (Lagarto-Parra et al., 2001; Bastos et al., 2009) asegurando con ello su 
efectividad y nula toxicidad. En este trabajo se encontró una DL50  > de 1,000 μg/mL 
para el extracto metanólico de las plantas en estudio, excepto L. frutesens que 
mostró una DL50 de 290.88 μg/mL, este resultado indica que el extracto tiende a ser 
tóxico, según la escala de Déciga et al (2010). En un estudio realizado por Morales 
(2006), obtuvo una DL50 de 64.57 μg/mL del extracto metanólico de Lophocereus 
schottii sobre la letalidad de crustáceo A. salina. Carballo (2002) y sus colaboradores 
demostraron la correlación establecida previamente entre el ensayo de letalidad y la 
citotoxicidad, en su reporte recomendaron que se realicen ambos ensayos 
simultáneamente lo cual se realizó en este estudio, en concordancia con estudios 
previos, el extracto de L. frutescens se sometió a pruebas de citotoxicidad con la 
línea celular VERO (células de riñón de mono verde africano). Se han utilizado las 
líneas celulares en la búsqueda de extractos vegetales para determinar citotoxicidad y 
asociarla con la actividad antinoeplásica (Sagar et al., 2006). Los resultados 
obtenidos en este estudio demostraron que la actividad citotóxica de las hojas de L. 
frutescens en la línea celular VERO fue de IC50 de 58.0 μg/mL. Considerando que un 
extracto crudo que presenta una IC50 con un valor superior de 30 μg/mL se postula 
que este extracto debería ser sometido a fraccionamiento biodirigido hasta aislar los 
compuestos por su probable actividad antitumoral (Kalaivani et al., 2011; Chetan et 
al., 2010). Un estudio con el extracto metanólico de raíz de H. amplexicaule  en la 
línea celular VERO reportó una IC50 de 250 μg/mL (Leos et al., 2010),  en este 
sentido un estudio realizado por Sevimli-Gur (2010) evaluaron naftaquinonas de 
Alkanna cappadocica (Boraginaceae) en doce líneas celulares de cáncer humano y la 
línea celular normal VERO, reportaron citoxicidad con valores entre  0.09 and 14.07 
μg/mL. 
Considerando la citotoxicidad producida por un extracto o un compuesto activo 
sobre una línea celular normal, se puede determinar su selectividad comparándolo 
con pruebas biológicas. 
Las bandas cromatográficas con actividad antibacteriana con la bioautografía fueron 
sometidas a análisis con cromatografía de gases masas para identificar parcialmente 




destacando el ácido homovanílico metil ester como componente mayoritario con el 
tiempo de retención de 27.8. En cuanto al número de compuestos, en un reporte se 
identificaron siete compuestos con el extracto metanólico de hojas de Acanthus 
ilcifolius (Ganesh y Vanila, 2011). Según Harborne et al., 2001, el 40% de las 


































 Los extractos metanólicos de las plantas en estudio: Leucophyllum frutescens, 
Fouquieria splendens, Tecoma stans, Euphorbia antisyphylitica, Tagetes lucida, 
Phoenix dactylifera, Agave americana y Flourencia cernua fueron activos al 
menos con alguna de las cepas bacterianas evaluadas de referencia ATCC: 
Klebsiella pneumoniae No 9183, Staphylococcus aureus No BAA44, 
Escherichia coli O157, Enterobacter aerogenes  9180, Enterobacter cloacae 
9235 y de aislados clínicos (AC): Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, 
Sarcina lutea. 
 
 Los extractos metanólicos de L. frutescens, T. stans, F. splendens, E. 
antisiphylitica y T. lucida mostraron actividad antibacteriana a 250 μg/mL contra 
S. aureus de aislado clínico, con un halo de inhibición de 10-12 mm.  
 
 Los extractos metanólicos de L. frutescens, F. splendens, P. dactylifera F. 
cernua contra E. antisiphylitica y T. lucida mostraron actividad antibacteriana a 
250 μg/mL contra E. coli ATCC O157 con un halo de inhibición de 10-12 mm  
 
 Los extractos metanólicos de F. cernua y E. antisiphylitica mostraron 
actividad antibacteriana a 250 μg/mL contra E. aerogenes ATCC 9183 con un 
halo de inhibición de 10 mm 
 
 La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los extractos metanolicos 
sobre  S. aureus (AC) fueron de: 25.4, 36.1, 36.1, 25.0, 26.8 y 23.0 g/mL para 
L. frutescens, T. stans, F. splendens, E. antishypilitica y  T. lucida  
respectivamente. 
 
 La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los extractos metanólicos 
sobre  E. cloacae ATCC 9235 fueron de: 32.6, 29.2 y 33.0 g/mL para T. lucida, 





 La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los extractos metanólicos 
sobre  E. coli  ATCC O157 fueron de: 30.0, 27.1 y 34.0 g/mL  para L. 
frutescens, F. splendens y P. dactylifera respectivamente. 
 
 La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) del extracto metanólico sobre E. 
aerogenes ATCC 9183 fue de: 30.1g/mL para E. antishypilitica 
 
 Los extractos que tuvieron mayor actividad fueron los de T. lucida con 
una CMI de 23.0 µg/mL y F. splendes 25.0 µg/mL sobre S. aureus. 
 
 Las fracciones clorofórmicas del extracto metanòlico  de L. frutescens con Rf 
0.4, 0.5 y 0.6   presentaron  actividad sobre S. aureus por bioautografía. 
 
 Los extractos evaluados de las 10 plantas en estudio sobre nauplios de 
Artemia salina no mostraron toxicidad a excepción de L. frutecens con una LD50 
de 290.88 μg/mL y un Indice de Toxicidad Media (CI50) de 58.56 μg/mL sobre 
la línea celular VERO. 
 
 
De  los resultados obtenidos  en este estudio  8 de las  plantas evaluadas de la  
flora del Norte de México muestran una buena correlación entre los datos 
experimentales y el uso de las plantas en medicina tradicional mexicana para el 
tratamiento de algunos trastornos infecciosos del tracto gastrointestinal y 
respiratorio; además  contribuyen al conocimiento farmacológico de la flora 
medicinal del semidesierto del Norte de México y  con los resultados  obtenidos 
de L. frutescens podrían ser la base de estudios posteriores para evaluar la 
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